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Resumo 
 
 A técnica de Fertilização In Vitro (FIV) pode ser utilizada para determinar o 
potencial de fertilização de sémen uma vez que permite identificar e avaliar as 
características seminais e observar a ligação e penetração da zona pélucida por parte dos 
espermatozóides (Spz). No caso de espécies em vias de extinção ou que não sejam 
utilizadas para consumo tornando-se difícil o acesso aos gâmetas femininos para se 
proceder à técnica da FIV, recorre-se à técnica da FIV heteróloga. Esta técnica consiste 
na utilização de gâmetas femininos de uma espécie diferentes da dos gâmetas 
masculinos e permite-nos avaliar a motilidade, a reacção acrossómica, a penetração no 
ovócito, a descondensação do DNA e formação de pró–núcleos. 
Desta forma, este estudo foi efectuado para determinar a capacidade fecundante 
de dois garanhões utilizando sémen fresco e congelado, recorrendo à técnica de 
fertilização in vitro heteróloga, utilizando ovócitos bovinos desprovidos de zona 
pelúcida. 
 A recolha de sémen foi efectuada com uma vagina artificial, modelo Hannover. 
Após a recolha foram efectuadas avaliações macroscópicas e microscópicas ao sémen: 
volume, motilidade total, motilidade progressiva e o teste hiposmótico (HosT) e 
concentração espermática. Após a congelação/descongelação do sémen foram 
efectuadas avaliações microscópicas. 
 A avaliação da integridade da membrana acrossómica e da membrana 
plasmática foi efectuada através da técnica de citometria de fluxo, utilizando 
fluorocromos SYBR-14 e propidium iodide (PI) e fluorescein isothiocyanate conjugated 
with Peanut Agglutinin (FITC-PNA) respectivamente.  
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 Na técnica de fertilização in vitro heteróloga utilizou-se um total de 373 ovócitos 
co-incubados com sémen fresco e congelado de dois garanhões. Após 18 horas de co-
incubação os ovócitos foram fixados numa solução de etanol: ácido acético (3:1, v/v) e 
corados com 4’,6- diamidino-2-phenylindole (DAPI). Os ovócitos que apresentaram 
cabeças de espermatozóides descondensadas ou formação de pró- núcleos foram 
considerados fertilizados.  
 No que concerne aos resultados da avaliação macroscópica o ejaculado 
do garanhão A registou um volume de sémen livre de gel de 52,5 ± 2.5 ml e o garanhão 
B de 22,5 ± 3,2 ml. Na avaliação microscópica, no que concerne à motilidade total do 
dos espermatozóides, com sémen fresco, o garanhão A apresentou valores de 52,5 ± 
4.8% de espermatozóides e o garanhão B de 40 ± 4,1% e com sémen 
congelado/descongelado o garanhão A apresentou valores de 51,7 ± 1,7% e o garanhão 
B de 10,7 ± 0,7% de Spz. Quanto à motilidade progressiva, nas amostras de sémen 
fresco o garanhão A apresentou valores de 40 ± 7,1% Spz e o garanhão B de 27,5 
±2,5% Spz, nas amostras de sémen congelado o garanhão A registou valores de 43,3 
±1,7% de Spz e o garanhão B de 7 ± 0,6% de Spz. Quanto aos valores do teste HosT, 
nas amostras de sémen fresco o garanhão A apresentou valores de 61 ± 5,2% Spz e o 
garanhão B de 47,5 ± 11,3% Spz, nas amostras de sémen congelado o garanhão A 
apresentou valores médios de 48,7 ± 2,9% Spz e o garanhão B de 18,7 ± 2,7% Spz. 
Relativamente à concentração espermática dos ejaculados, o garanhão A apresentou 
valores de 199 x 106 ± 33,6 x 106 Spz/ml e o garanhão B 168 x 106 ± 53 x 106 Spz/ml. 
 No que diz respeito aos resultados da técnica de citometria de fluxo, o garanhão 
A apresentou valores estatisticamente diferentes (P ≤ 0,05) para o sémen fresco e 
congelado, quando comparado com o garanhão B. Desta forma, na avaliação da 
integridade da membrana acrossómica o sémen fresco apresentou valores de 91,04 ± 
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0,7% e o sémen congelado de 76,4 ± 7,79%. O garanhão B apresentou valores de 27.44 
± 2.59 no sémen fresco e de 25.92 ± 2.97% no sémen congelado. No que diz respeito à 
integridade da membrana plasmática o garanhão A registou valores, no sémen fresco, de 
83.6 ± 1.55% e no sémen congelado de 57.69 ± 9.01%. O garanhão B apresentou 
valores de sémen fresco e sémen congelado de 16.57 ± 3.17% versus 6.87 ± 1.05%, 
respectivamente. 
 Os resultados da fertilização in vitro heteróloga demonstraram diferenças 
significativas (P ≤0,05) entre os dois garanhões no que diz respeito à capacidade 
fecundante. Assim, o garanhão A registou taxas de fertilização com sémen fresco de 
51,9 ± 2,25% e com sémen congelado de 34,41 ± 2,7% tendo o garanhão B, com sémen 
fresco registado valores de fertilização de 48,1 ± 6,95% e com sémen congelado de 13,7 
± 1,6%.   
Com a realização deste estudo pode-se inferir que a FIV heteróloga pode ser 
uma técnica alternativa para identificar as diferenças seminais entre machos, podendo 
servir como ferramenta para prever o potencial de fertilidade do sémen de garanhões. 
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Abstract 
 
The technique of in vitro fertilization (IVF) can be used to determine the potential 
fertility of semen as it allows identifying and assessing the seminal characteristics 
observing binding and penetration of the zona pellucida by the sperm. In the case of 
endangered species or species that are not used for food consumption it is difficult to 
have access to female gametes to make the technique of IVF so we use the technique of 
heterologous IVF. In this technique female gametes of a different kind of male gametes 
are used, allowing to assess the motility, acrosome reaction, penetration into the oocyte, 
decondensation of DNA and formation of pronuclei. 
The present study was designed to evaluate the interaction between fresh/frozen-thawed 
stallion spermatozoa and zona pellucida (ZP) free bovine oocytes using heterologous 
fertilization. 
Semen was collected from two stallions (A and B) by an artificial vagina, Hannover 
model. After collecting macroscopic and microscopic semen evaluation has been 
performed: volume, total motility, progressive motility and hypoosmotic test (HosT) 
and sperm concentration. Evaluations were also performed after thawing. The 
assessment of membrane integrity and acrosome and plasma membranes was performed 
by flow cytometry technique, using SYBR-14, propidium iodide (PI) and fluorescein 
isothiocyanates conjugated with Peanut Agglutinin (FITC-PNA). 
For the heterologous IVF a total of 373 oocytes were co-incubated with fresh and 
frozen/thawed semen of the two stallions. After 18 hours co-incubation of the oocytes 
were fixed in a solution of ethanol: acetic acid (3:1, v/v) and stained with 4 ', 6 - 
diamidino-2-phenylindole (DAPI). Oocytes presented decondensed sperm heads or 
formation of two polar bodies were considered as fertilized. 
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Results of macroscopic evaluation of the gel-free semen was 52.5 ± 2.5 ml for stallion 
A and 22.5 ± 3.2 ml for stallion B. Concerning fresh sperm motility, results were 52.5 ± 
4.8% and 40 ± 4.1% respectively for stallion A and B, being 51.7 ± 1.7% and 10.7 ± 
0.7% respectively for the stallion A and B in thawed sperm. For progressive motility 
stallion A and B were respectively  40 ± 7.1% and 27.5 ± 2.5%for fresh sperm, being  
43, 3 ± 1.7% and  7 ± 0.6% for thawed sperm. HosT test represented 61 ± 5.2% and 
47.5 ± 11.3%, respectively for stallion A and B in fresh sperm and 48.7 ± 2.9% and 18.7 
± 2.7% for thawed sperm. Stallion A presented a concentration of 199 x 106 ± 33.6 x 
106 Spz / ml and the stallion B 168 x 10 6 ± 53 x 106 Spz / ml. 
By flow cytometry, it has been observed that fresh and frozen-thawed semen of the 
stallion A represented better results for the acrosome integrity (91.04 ± 0.7 % versus 
76.4 ± 7.79%, respectively) than the observed for the Stallion B (27.44 ± 2.59 % versus 
25.92 ± 2.97%, respectively) (P<0.05). Stallion A presented 83.6 ± 1.55% and 57.69 ± 
9.01% respectively for fresh and thawed sperm for membrane integrity, while only 
16.57 ± 3.17% and 6.87 ± 1.05% of the sperm, represented membrane integrity for 
stallion B. 
Results of fertilization demonstrated statistical differences (P<0.05) between stallions. 
For Stallion A, 51,9 ± 2.25% and 34,4 ± 2.7% of oocytes have been penetrated, 
respectively with fresh and frozen-thawed sperm, while for Stallion B only 48.1 ± 
6.95% and 13.7 ± 1.60% oocytes have been penetrated, respectively, by fresh and 
frozen-thawed sperm 
With this study it can be assumed that heterologous IVF can be an alternative technique 
to identify the seminal ability to fertilize being a tool to predict the potential fertility of 
stallions. 
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I- Introdução 
A primeira inseminação artificial realizada na espécie equina ocorreu 
aproximadamente em 1322 a.C., quando um chefe árabe, usou de artifícios, 
impregnando um chumaço de algodão com as secreções de uma égua em cio. 
Aproximando-se do melhor garanhão da tribo rival, conseguiu excitá-lo com as 
secreções da fêmea e obteve uma ejaculação. O sémen foi colhido sobre outro chumaço 
de algodão, o qual, foi introduzido na vagina de uma égua no estro, ocorrendo 
posteriormente o nascimento de um potro (Barth e Oko, 1989). 
Ao longo dos anos foram desenvolvidas e aperfeiçoadas diferentes técnicas de 
recolha de sémen em equinos de forma a obter maior eficácia no que diz respeito ao 
número de doses de sémen por recolha bem como o desenvolvimento de técnicas de 
avaliação das características do sémen. Destas as mais usadas são a avaliação da 
morfologia (Barth, 1992) e, motilidade espermática, ambas avaliadas ao microscópio 
óptico (Holt et al., 1997; Kjaestad et al., 1993), compostos bioquímicos do líquido 
seminal (Hirao, 1975), integridade do acrossoma (Correa et al., 1997) e da membrana 
plasmática (Pérez et al., 1997), a concentração espermática (Zhang et al., 1998) além de 
diferentes técnicas para avaliar a reacção acrossómica (Januskauskas, 2000; Larsson et 
al., 2000). Apesar destas técnicas terem sido desenvolvidas para relacionar as 
características seminais com a capacidade fecundante, poucos parâmetros mostram uma 
correlação significativa entre estes dois factores. 
Actualmente vários trabalhos têm sido desenvolvidos no sentido de avaliar a 
actividade metabólica dos espermatozóides, recorrendo à técnica da citometria de fluxo. 
Esta técnica consiste na contagem e caracterização rápida de partículas microscópicas 
em suspensão num meio líquido, previamente incubadas em diferentes fluorocromos, os 
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quais são seleccionados de acordo com a avaliação pretendida. Estas partículas são 
depois orientadas num fluxo laminar e interceptadas uma a uma por um feixe de luz 
(Laser), sendo as partículas em análise excitadas por esta fonte luminosa, emitindo 
radiação de diferentes comprimentos de onda. Com a expansão de diferentes 
fluorocromos, esta técnica provou ser uma ferramenta viável na caracterização/ 
avaliação e contagem de populações de células ou de constituintes celulares que eram 
completamente desconhecidas (Burvenich et al., 1992) 
A fertilização in vitro (FIV) pode ser um método adequado para avaliar a 
capacidade fecundante, permitindo a avaliação da interacção entre 
ovócitos/espermatozóides que ocorrem durante a fertilização in vivo. 
Alguns autores usam testes de FIV para prever a fertilidade do macho, utilizando 
ovócitos intactos ou seja, que possuem zona pelúcida (Zhang et al., 1997; Scneider et 
al., 1999; Papadopoulos et al., 2005; Taberner et al., 2009). Contudo, apesar de para 
algumas espécies, por exemplo bovinos, suínos, caprinos ovinos, etc, ser relativamente 
fácil a obtenção de ovócitos, nomeadamente aquando do abate dos animais, para 
espécies selvagens ou em perigo de extinção esta prática torna-se impossível. Tal como 
para as espécies em vias de extinção para o caso dos equinos a obtenção de ovócitos 
também se torna difícil, uma vez que na maior parte dos países europeus não existe o 
hábito de consumir carne desta espécie. Nestes casos, a FIV heteróloga apresenta-se 
como uma excelente técnica para avaliação da capacidade de fertilização de sémen 
fresco ou congelado (Taberner et al., 2009).  
Desta forma, o principal objectivo do presente estudo foi determinar as 
características seminais de garanhões após a recolha e após a 
congelação/descongelação, recorrendo à técnica da microscopia óptica e de Citometria 
de Fluxo. Seguidamente foi avaliada a capacidade fecundante do sémen recorrendo à 
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técnica da Fertilização In Vitro Heteróloga, utilizando ovócitos de bovinos desprovidos 
de zona pelúcida.  
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II - Revisão Bibliográfica 
 
2.1. Aparelho Reprodutor Feminino de um Bovino 
 O aparelho reprodutor feminino, nos mamíferos, é formado por dois ovários, 
duas trompas de Falópio, o útero, a vagina e a genitália externa. Desde a puberdade 
(aparecimento da primeira ovulação) à menopausa (período em que ocorrem 
modificações cíclicas que se tornam irregulares e por fim acabam por desaparecer), o 
aparelho reprodutor feminino sofre modificações cíclicas, estruturais e funcionais. Estas 
modificações são controladas por um mecanismo neuro – humoral. Este mecanismo 
depende de vários factores de ordem genética e de maneio. A actividade sexual cíclica 
inicia-se por volta de um ano de idade, mas pode variar desde os quatro meses de idade 
até aos dois anos. A actividade sexual cíclica nos bovinos, não é influenciada pelo 
fotoperíodo nem por factores sazonais. 
 No período seguinte à menopausa, o aparelho reprodutor sofre uma lenta 
involução. 
 
2.1.1. Ciclo Sexual 
Têm forma de amêndoa, podendo medir até 5 cm e possui uma espessura 
máxima de 2.5 cm, contendo um formato oval e localizando-se na cavidade abdominal. 
Apresenta a região medular, contendo numerosos vasos sanguíneos e tecido conjuntivo 
frouxo, e a cortical, onde predominam os folículos, contendo os ovócitos. Entre estas 
duas regiões não existem limites nítidos. A superfície do ovário é revestida por epitélio 
simples, cúbico na sua maioria, mas apresenta-se pavimentoso em certas áreas. Sob esse 
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epitélio o estroma forma uma camada de tecido conjuntivo denso em vasos, a albugínea 
do ovário, responsável pela cor esbranquiçada desse órgão. 
 O ovário possui duas funções de extrema importância: produzir células 
germinativas (ovócitos) através de um processo designado por oogenesis e produzir 
hormonas necessárias à reprodução (estrogénios (E2) e a progesterona (P4)). No ovário, 
encontra-se folículos primordiais, constituídos por uma célula germinativa rodeada de 
uma camada de células – células do cumulus oophorus (COCs). Esta célula germinativa 
tem a capacidade de maturar até ovócito, caso o folículo atinja o estado de folículo 
maduro. 
Os ovários actuam, também, como glândulas endócrinas, produzindo as 
hormonas esteróides, o estradiol e a progesterona. O estradiol é produzido pelos 
folículos em desenvolvimento, e a progesterona pelo corpo lúteo. Assim sendo, os 
ovários, para além da função de produzirem óvulos, que são as células sexuais 
femininas, também produzem hormonas. Esta produção hormonal é designada por 
secreção interna ou endócrina e é responsável pelas diferentes fases da procriação, 
também podendo ser designado por Ciclo Estral (Hafez, 1987). A produção de 
prostaglandina F 2α (PGF 2α), de origem uterina interage com as hormonas produzidas 
nos ovários com o objectivo de produzir um ovócito fertilizável e susceptivel de um 
posterior desenvolvimento (Marques, 1998). 
 Desta forma, os ovários têm duas funções inter – relacionadas, sendo elas a 
produção de gâmetas maduros (ovócitos e a sua libertação). Esta produção de gâmetas é 
designada de função exócrina. No entanto, também possuem uma função endócrina, 
produzindo hormonas esteróides. Esta produção de hormonas ocorre em estruturas 
complexas denominadas por folículos (Hafez, 1987). 
 Assim, designa-se por ciclo sexual o intervalo entre um cio e o cio seguinte.  
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 À nascença, cerca de 150 000 folículos primordiais estão presentes em “pools” 
estáticos no ovário de uma vaca (Erickson, 1983). Perto da puberdade, estes folículos 
entram em crescimento e menos de 100 irão ovular durante a vida do animal (Hansel e 
Convey, 1996). A maioria dos folículos degenera à nascença por um processo chamado 
de atrésia, sendo considerado um tipo de apoptose. Este processo de apoptose folicular 
ocorre durante toda a vida, terminando após a menopausa, quando os últimos folículos 
desaparecem. 
 No caso dos bovinos, o ciclo sexual da vaca tem uma duração média de 21 dias, 
podendo variar entre os 18 e os 24 dias. Segundo Silva (1998), o crescimento folicular é 
regulado por um mecanismo de retro – controle positivo e negativo entre o ovário e o 
sistema hipotálamo – hipófise e possui três componentes: a componente celular, a 
componente hormonal e a componente comportamental. 
 Dentro do ciclo sexual, distinguem-se dois ciclos: ovárico e o menstrual. 
 O ciclo ovárico é, normalmente, dividido em duas fases: a fase folicular 
caracterizada pelo período de crescimento dos folículos seguido pela ovulação, e que 
nos bovinos possui uma duração de 2 a 4 dias, e a fase luteínica, também designada de 
período pós ovulatório, que possui uma duração de 18 a 19 dias (Hansel et al., 1973). 
 No decorrer do ciclo sexual, ocorrem uma série de factores endócrinos e 
parócrinos que envolvem a hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH) sintetizada 
pelas células neurosecretoras no hipotálamo. A GnRH estimula a libertação de duas 
hormonas produzidas pela hipófise que actuam nos ovários: a hormona folículo - 
estimulante (FSH) que estimula o desenvolvimento dos folículos e a produção de 
estrogénio pelas células foliculares, e a hormona luteinizante (LH) que actua como 
ponto-chave para a ovulação, libertando o ovócito secundário e estimulando as células 
foliculares e o corpo lúteo a produzir progesterona (Hafez, 1982). 
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Assim sendo, a vaca é considerada uma fêmea poliestrica contínua, pois após a 
puberdade os ciclos éstricos são interrompidos unicamente pela gestação e lactação. O 
ciclo sexual dos bovinos é classificado em quatro fases distintas: Estro (dia 0), designa-
se pelo período de receptividade sexual; Metaestro (varia entre o dia 1 ao dia 4) e 
corresponde ao período pós ovulatório; Diestro (engloba do 5º ao 18º) e corresponde à 
fase luteínica e finalmente o Proestro (corresponde aos dias 19 a 21). Nesta fase a 
concentração de progesterona está baixa e ocorre um rápido crescimento folicular 
estimulado pelo FSH e LH que determinam aumento do estrógenio. Ocorrem 
comportamentos que demonstram uma aproximação do estro, com um aumento 
marcado na actividade do sistema reprodutor. No estro (cio), a fêmea encontra-se sob 
forte estimulação de estrogeneos e aceita a monta pelo macho ou por outra fêmea, o 
estrógeno apresenta-se com um padrão de picos e relacionado com o LH, semelhante ao 
proestro. Em torno de 4 a 6 horas do início do cio ocorre uma onda pré-ovulatória de 
LH com duração média de 8 horas. Esta fase é caracterizada por um aumento tanto na 
amplitude quanto na frequência dos picos de LH. A progesterona encontra-se em níveis 
basais. Assim sendo, nas fases de proestro e estro, há crescimento folicular na falta de 
um corpo lúteo funcional, e a principal hormona produzido é o estrógenio. A fase que 
sucede o estro é o metaestro, que se inicia no momento em que a fêmea não aceita mais 
a monta e ocorre a ovulação, com a formação do corpo hemorrágico e, posteriormente, 
o corpo lúteo. Os níveis de progesterona começam a aumentar aproximadamente ao 3º 
dia atingindo um pico por volta do 12º dia. Do 12º ao 17º dia, que corresponde à fase de 
diestro, caracteriza-se pela presença de um corpo lúteo funcional, ocorrendo o aumento 
de progesterona e baixando os níveis de estrógeneos (Grunert & Gregory, 1989; 
Noakes, 1997; Noakes, 2001; Moraes, 2003). 
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 A duração do cio e a ovulação apresentam pequenas variações entre fêmeas da 
mesma espécie, em função de factores endógenos e exógenos. Quando não ocorre 
fecundação, o intervalo médio entre dois cios consecutivos é de 21 dias e é denominado 
de ciclo estral. Este ciclo divide-se em duas fases distintas: a fase folicular, que 
corresponde ao proestro e o estro, e a fase luteínica, que corresponde ao metaestro e ao 
diestro (Peters e Ball, 1995). 
 
2.1.1. Ciclo ovárico 
 A LH e a FSH produzem mudanças cíclicas nos ovários (desde o 
desenvolvimento dos folículos, à ovulação e à formação do corpo lúteo). Esta interacção 
entre estas hormonas é conhecida como ciclo ovárico. Durante cada ciclo, a hormona 
FSH promove o crescimento folicular de vários folículos primários, no entanto, apenas 
um único folículo primário se desenvolve em folículo maduro ou de De Graff, e liberta 
o seu ovócito. 
 
2.1.2. Fase Folicular 
 O período de desenvolvimento folicular é constituído por duas fases: proestro e 
estro. O proestro tem uma duração de dois a três dias e é caracterizado pelo declínio nos 
níveis de progesterona, pelo desenvolvimento folicular e pelo aumento dos níveis de 
estradiol no sangue (Antunes et al., 2008). 
 Nesta fase, a secreção de FSH e LH do lóbulo anterior da hipófise deve-se à 
libertação da GnRH pelo hipotálamo. Os níveis elevados de FSH no sangue induzem o 
desenvolvimento dos folículos em consonância com a LH, que estimula a maturação. A 
produção de estradiol pelos folículos aumenta à medida que o folículo se desenvolve. 
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Após uma determinada concentração, o estradiol estimula a manifestação do cio e a 
libertação de LH, iniciando-se assim a segunda fase. 
 No estro, os elevados níveis de estradiol, além de induzir a manifestação física 
do cio, termina com a ovulação (Sallisbury e Vandermark, 1961) e são, também, 
responsáveis pela dilatação da cérvix, pela síntese e secreção do muco vaginal e pelo 
transporte dos espermatozóides para o tracto reprodutivo feminino. Na ausência da 
progesterona, os elevados níveis de estrogénios, actuam nos receptores no hipotálamo 
para induzir a receptividade sexual. Nesta fase, a elevada secreção de estrogénios, 
devido ao retrocontrolo positivo, estimula a descarga da GnRH e liberta descargas pré – 
ovulatória de LH e reduzidas quantidades de FSH. Assim sendo, a ovulação ocorre 
quando há a ruptura do folículo e consequentemente a libertação do ovócito (Evans e 
Maxwell, 1990; Henderson et al., 1990; Allrich, 1983). 
 A estação do ano, a idade entre outros factores influencia a duração do estro 
(Peters e Ball, 1995). No entanto, o maneio, a raça e os factores ambientais também 
influenciam na variação da duração do estro. 
 
2.1.3. Fase Luteínica 
 Esta fase inicia-se com o fim da manifestação do cio e tem início com o período 
de desenvolvimento do corpo lúteo. Esta fase subdivide-se em metaestro e diestro.  
 O metaestro tem como característica principal a ovulação. Nos bovinos, a 
ovulação ocorre nas 12 a 16 horas após o fim do cio. 
 O corpo lúteo produz progesterona, hormona esta, que é responsável pela 
manutenção da gestação. 
 O diestro caracteriza-se pelo período em que o corpo lúteo passa a ser funcional 
e começa a sintetizar e libertar níveis elevados de progesterona. 
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 O diestro é o ciclo de maior duração, sensivelmente 15 dias. 
 Se o ovócito for fecundado, o corpo lúteo é mantém-se e os níveis de 
progesterona permanecem elevados durante o período de gestação. No caso de não 
ocorrer fecundação, dá-se a regressão do corpo lúteo, aproximadamente 17 dias após o 
cio, e os níveis de progesterona no sangue diminuirão, permitindo o desenvolvimento de 
um novo ciclo estral. A PGF2α, é uma hormona produzida no útero, e tem como 
finalidade a destruição do corpo lúteo, ou seja, a luteólise (Gordon, 1994). 
 A partir do 10º dia, o corpo lúteo amadurece e torna-se mais sensível à acção 
luteolítica da PGF2α (King & Kiracofs, 1982; Berardinelli & Adair, 1989).  
 
2.2. Foliculogénese 
 Segundo Driancourt et al. (1991), a foliculogénese comporta todas as etapas do 
desenvolvimento do folículo, desde a sua formação até à ovulação ou à sua atresia 
(Figura 2.1). 
 A camada cortical no ovário, ocupa a maior parte do volume dos ovários e é a 
camada cortical propriamente dita, sendo nela que se encontram os folículos ováricos, 
que são as unidades funcionais básicas das gónadas femininas. Nestes folículos, as 
funções endócrinas e germinativas estão vinculadas funcional e histologicamente, pois 
as células da teca e da granulosa que envolvem os ovócitos são as principais 
responsáveis pela síntese de estrogéneos. Assim sendo, são as suas células somáticas 
que irão contribuir para grande parte na realização desta função, sendo essenciais para a 
reprodução e sobrevivência das espécies (Armstrong e Gore – Langton, 1994). 
No folículo, gera-se um micro ambiente propício ao crescimento e maturação do 
ovócito. Também é no folículo, que se produzem hormonas esteroides, como a 
progesterona e os estrogénios (Hagemann, 1999). 
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Segundo Hafez (1987), a foliculogénese é composta por duas fases distintas. A 
primeira fase corresponde ao desenvolvimento do folículo e está dependente de um 
controlo intra – ovárico. A segunda fase, o controlo intra – ovárico é feito por hormonas 
gonadotróficas. 
Os folículos podem ser classificados segundo o seu tamanho e grau de evolução. 
Um folículo ovárico é uma agregação esférica de células que contêm o gâmeta 
em desenvolvimento. O crescimento e o desenvolvimento dos folículos são 
acompanhados por alterações nos gâmetas associados. A continuidade cíclica do 
desenvolvimento folicular caracteriza-se através da identificação de folículos na 
superfície do ovário, sendo estes classificados como folículos primordiais, folículos 
primários, folículos secundários, folículos terciários, folículos de De Graff e folículo pré 
– ovulatório. 
 
 
Figura 2.1. – Esquema da evolução folicular, desde o folículo primordial até ao corpo 
albican, passando pelos estádios intermédios de folículo primário, secundário e 
terciário. Adaptado de http://veterinariadeouro.blogspot.com/2010/07/fisiopatologia-da-
reproducao.html. 
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2.2.1. Avaliação dos folículos 
 Segundo Hagemann (1999), um folículo não é constituído unicamente 
pelo ovócito, mas também por mais três tipos de células, sendo elas a teca, as células da 
granulosa e as células do cumulus oophorus. Estas células têm a capacidade de manter o 
ovócito no estado meiótico quiescente. 
Independentemente do ciclo sexual ou da idade da fêmea, encontra-se uma 
população heterogénea de folículos em diferentes estados de foliculogénese, incluindo a 
fase de crescimento, a fase de estabilização do crescimento e a fase atrésica. A atrésia 
folicular significa a destruição do ovócito, relacionando-se a qualidade do folículo com 
a capacidade de desenvolvimento posterior daquela célula germinativa (Marques, 1998). 
 
2.2.2. Aspectos morfológicos dos folículos 
Existem três tipos de folículos: os primordiais, em crescimento ou secundários e 
os vesiculares, também conhecidos como terciários ou antrais. Os folículos terciários ou 
antrais são caracterizados pela presença de uma cavidade cheia de líquido, designado 
por antrum e pela diferenciação das células da granulosa e das tecas (Erickon, 1996). 
Alguns autores diferenciam ainda os folículos primordiais dos folículos primários, pelo 
número e forma das células da granulosa (Hulshof et al., 1992). 
Os ovários, segundo o seu estado fisiológico, contêm uma grande quantidade de 
folículos primordiais, uma população mais limitada de folículos pré – antrais (variam de 
100 a 1000) e antrais (variam de 50 a 300). O tempo que estes folículos necessitam para 
o seu crescimento desde as fases primordial e pré – antral, até ao estado de ovulação 
varia, pode ser de alguns dias ou semanas ( Driancourt, 2001). 
Segundo Potes (1989) cada folículo primordial encontra-se no interior do 
estroma cortical e caracteriza-se por possuir dimensões inferiores a 30 -40 µm. Cada 
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folículo primário, resulta na transformação de um folículo primordial. Esta 
transformação, envolve alterações no ovócito primário, no que diz respeito às células da 
granulosa e aos elementos do estroma. As células da granulosa ficam em forma de cubo, 
no entanto, o folículo primário ainda contém o ovócito primário. Este folículo possui 
um diametro que varia entre os 40 a 60 µm (Beckers et al., 1996). 
O crescimento do folículo primário, faz com que as células da granulosa se 
comecem a dividir por mitoses, e a camada celular à volta do ovócito comece a 
engrossar. Através deste processo, o folículo primário evolui para folículo secundário. 
Assim sendo, o folículo secundário, é identificado pelo aumento das células da 
granulosa associadas ao ovócito primário e pelo desenvolvimento da zona pelúcida 
entre o ovócito e as células da granulosa. 
As células da granulosa dividem-se através de mitoses, constituindo a corona 
radiata. As células do estroma diferenciam-se em duas camadas, formando a teca interna 
e a teca externa. As células da teca são separadas das células da granulosa por uma 
membrana basal. A teca interna é formada por células epiteliais de maiores dimensões e 
por uma intensa rede vascular. A teca externa é constituida por uma camada de células 
fibroblásticas. 
A actividade secretora das células da granulosa, faz com que os folículos 
terciários se desenvolvam. Pequenas fendas intercelulares, preenchidas por líquido 
folicular, formam o antrum folicular. Estes processos fazem parte do crescimento 
contínuo do folículo. Na ligação das células da granulosa às células da corona radiata 
encontra-se o cumulus oophorus. As células da corona radiata são constituídas por 
prolongamentos citoplasmáticos que penetram a zona pelúcida.  
O folículo maduro ou folículo de De Graff, possui 1 cm de diâmetro e forma 
uma vesícula transparente que fica saliente na superfície do ovário. Nesta fase, o 
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ovócito já é secundário, mas permanece no centro da cavidade ou do antrum folicular, 
que se encontra envolvido pela zona pelúcida que está rodeada pelas células da 
granulosa e preso à parede do folículo por um pediculo (cumulus oophorus). Estas 
células, em contacto com a zona pelúcida, tornam-se alongadas e formam a corona 
radiata, que acompanha o ovócito quando este é libertado pelo ovário. 
Os folículos pré–ovulatórios são aqueles que chegam à fase final do crescimento 
e são susceptíveis de ovular, logo que haja uma descarga de gonadotrofinas, isto é, um 
pico de LH, ou quando é injectado uma quantidade suficiente de LH (Driancourt et al., 
1991). As características morfológicas de um folículo pré–ovulatório são: tamanho 
máximo, número de células da granulosa máxima, actividade mitótica das células da 
granulosa mínima e atrésia nos folículos de tamanho imediatamente inferior (Driancourt 
et al., 1991). Segundo os mesmos autores, as características fisiológicas dos folículos 
são uma elevada razão de estradiol/ androgénios e/ou estradiol/ progesterona no fluído 
folicular. Pelo contrário, nos folículos atréticos, esta razão baixa, devido à paragem da 
aromatização da testosterona. Outra característica a ter em conta é a presença de 
receptores de LH nas células da granulosa, que se encontram ausentes ou não funcionais 
nos folículos atréticos. Outra característica está relacionada com a produção de inibina 
elevada. O fluxo sanguíneo muito elevado é outra característica a ter em conta.  
 
2.3. Ovogénese 
 É o processo em que ocorre a formação dos gâmetas femininos nas gónadas 
femininas, também denominados por ovários (Figura 2.2.). 
 Tem início na fase pré-natal e termina na puberdade, no fim da maturação 
sexual. Durante a ovogénese os ovócitos permanecem retidos no estádio de diploténo da 
prófase na primeira divisão meiótica, desde a vida fetal até pouco antes da ovulação.  
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 O processo de formação do óvulo distingue-se em três fases: germinativa ou 
multiplicação, crescimento e de maturação. 
 Na fase de multiplicação ou germinativa, as céluas germinativas, também 
designadas por ovogónias, dividem-se por mitose, terminando após o crescimento. 
 Na fase de crescimento as ovogónias terminam a sua multiplicação e crescem, 
aumentando a capacidade do citoplasma, transformando-se em ovócitos I, também 
designados por ovócitos primários ou de primeira ordem. 
 Na última fase, de maturação, ocorre meiose em que o ovócito I através da 
divisão I da meiose, origina duas células – filhas de diferentes tamanhos: uma que 
retém, praticamente, todo o citoplasma do ovócito I e outra muito pequena que contém o 
núcleo envolvido por uma fina película de citoplasma. O ovócito II, também designado 
por secundário ou de segunda ordem é a maior célula. A célula envolvida por uma fina 
película de citoplasma é designada por primeiro glóbulo ou corpusculo polar. Na 
divisão II da meiose, o ovócito II origina uma célula grande, o óvulo, e outra pequena o 
segundo glóbulo ou corpúsculo polar, que se pode dividir originando dois corpúsculos 
polares. 
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Figura 2.2. – Figura representativa do processo da Ovogénese. Adaptado de 
http://200.145.142.234/embriologia_NOVO/D-Gametogenese_feminina/4_11.htm. 
 
2.3.1. Crescimento dos ovócitos 
 A fase de crescimento dos ovócitos varia de espécie para espécie, mas de forma 
geral ocorre mais rápido nas espécies de pequeno porte do que nas espécies de grande 
porte. Nesta fase ocorre a construção da zona pelúcida e a acumulação de diversos 
produtos necessários para a fertilização e desenvolvimento embrionário precoce (Sirard, 
2001).  Durante o crescimento dos ovócitos o núcleo, o nucléolo, as mitocôndrias, o 
complexo de Golgi, os ribossomas e os grânulos corticais sofrem alterações. 
 
2.3.2. Qualidade dos ovócitos 
 O complexo cumulus-oophorus engloba o ovócito propriamente dito e as células 
do cumulus. O ovócito é constituído por um núcleo, organelos citoplasmáticas e 
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citoplasma (ooplasma) e encontra-se envolvido por uma membrana espessa denominada 
de zona pelúcida (Antunes et al., 2008). 
 A morfologia do complexo cumullus-oophorus está intimamente relacionada 
com o grau de atresia do folículo que o contém e está directamente relacionada com a 
viabilidade dos ovócitos. Desta forma, classifica-se os COC consoante a sua qualidade e 
homogeneidade do citoplasma, dividindo-os em quatro grupos distintos, classificados de 
1 a 4, onde os COC de qualidade 1 e 2 são utilizados para a FIV e os de qualidade 3 e 4 
são rejeitados (Antunes et al., 2008). 
 Os COC de qualidade 1 são caracterizados por ter as células do cumulus 
presentes, compactas e completas, não se distinguindo uma das outras, rodeando todo o 
ovócito com o mínimo de cinco camadas de células e de cor uniforme. Só os COC que 
apresentam citoplasma homogéneo e um cumulus denso e completo é que podem ser 
classificados de categoria 1.  
 Os COC de qualidade 2 possuem um número de camada de células da granulosa 
igual ou superior a cinco, envolvendo todo o ovócito e apresenta um aspecto do 
cumulus-ovócito compacto. O citoplasma dos ovócitos pode apresentar zonas mais 
densas e com diferentes pigmentações. A existência de uma destas características ou a 
junção das duas faz com que os ovócitos se incluam na categoria 2. 
 Os COC de qualidade 3 apresentam grande heterogeneidade no ooplasma. O 
complexo cumulus-oophorus pode ou não estar presente na sua totalidade, o número de 
camada de células do complexo é igual ou superior a 3, podendo existir partes do 
ovócito descobertas, sem células do cumulus a revesti-las. O ooplasma do ovócito pode 
apresentar zonas com pigmentação diferentes, não sendo totalmente homogéneo. A 
presença de uma ou mais destas características leva a classificar os ovócitos na 
categoria de qualidade 3. 
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 Os COC de qualidade 4 apresentam um número de camadas de cumulus-
oophorus inferior a três ou estar totalmente desprovido de células; podem também estar 
presentes na sua totalidade mas com células dissociadas (cumulus expandido). O 
ooplasma do ovócito na maior parte dos casos é heterogéneo. A presença de uma ou 
mais destas características indica que os COC se inserem na categoria 4 (Antunes et al., 
2008). 
 
2.4. Aparelho reprodutor masculino da espécie equina 
 O aparelho reprodutor masculino é constituído por dois testículos que se 
encontram envolvidos pelo escroto, órgãos acessórios (condutos e glândulas) e o pénis.  
 
2.4.1. Testículos 
 É nos testículos que se produzem os espermatozóides e a testosterona. 
Cada testículo é formado por tubos seminíferos, rodeados de uma cápsula 
fibrosa – albugínea. Possuem células de Leydig, que segregam a testosterona, 
encontram-se no tecido conjuntivo entre os tubos seminíferos. 
 
2.4.2. Epidídimo 
O epidídimo, do Grego epi (dentro) e didymoi (germinativo ou testículo), é um órgão 
alongado, localizado na superfície do testículo. É monotubular, enrolado em espiral e 
transporta os espermatozóides dos vasos eferentes para os vasos deferentes (Sullivan et 
al., 2005). Anatomicamente, está dividido em três segmentos: a cabeça, onde o 
espermatozóide adquire motilidade progressiva; o corpo, onde adquire capacidades 
fecundantes; a cauda, local de armazenamento. As células epididimais são 
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especializadas não só em criar o ambiente para amadurecer o espermatozóide, mas 
também para realizar a protecção imunológica (Shivaji, 1988). 
 
2.4.3. Ducto Deferente 
 É um tubo muscular que, no momento da ejaculação impulsiona os 
espermatozóides desde o epidídimo até à uretra prostática. 
 
2.4.4. Escroto e Músculo Cremaster 
 O escroto é uma estrutura sacular que contém os testículos. Por debaixo da 
camada cutânea externa encontra-se outra de tecido fibroelástico denominada túnica 
dartos. O escroto conjuntamente com o músculo cremaster, tem como função a 
regulação da temperatura dos testículos. Ao contrair as fibras musculares, quando está 
frio, os testículos adquirirem uma posição contígua com a parede abdominal, afastando-
os quando está calor. 
 
2.4.5. Cordão Espermático 
 O testículo ao descer desde a sua origem para o saco escrotal, arrasta vasos e 
nervos espermáticos. Estes elementos formam uma parte activa muito importante do 
cordão espermático, o qual engloba também o ducto deferente. 
 
2.4.6. Canal Inguinal 
 Estende-se desde a cavidade abdominal até ao exterior e contém o cordão 
espermático e os vasos e nervos inguinais. 
 
Revisão Bibliográfica 
24 
 
2.4.7. Glândulas Sexuais Acessórias 
 São denominadas de ampolas dos ductos deferentes, as vesículas seminais, a 
próstata e as glândulas bulbouretrais. Estas glândulas segregam uma grande parte do 
líquido seminal indispensável como meio de transporte, nutrição e protecção dos 
espermatozóides contra o excesso de acidez do ducto genital feminino. 
 
2.4.8. Pénis 
 É o órgão masculino da cópula, sendo composto essencialmente por tecido 
eréctil, e inclui a parte extrapélvica da uretra. Está apoiada pela fáscia do pénis e a pele, 
e a sua porção pré-escrotal encontra-se inserida numa bolsa cutânea – o prepúcio.  
 O pénis consiste essencialmente em dois corpos erécteis: o corpo cavernoso e o 
corpo esponjoso, constituídos principalmente por tecido elástico e muscular. A erecção 
peniana antes da cópula deve-se à penetração de maior quantidade de sangue pelos 
troncos arteriais do que de saída pelos venosos, que leva ao aumento do tamanho e 
rigidez do órgão e também à contracção do músculo erector do pénis. 
 
2.5. Espermatogénese 
 A espermatogénese (figura 2.3) é um processo básico da reprodução do macho e 
resulta no processo e produção de espermatozóides. Este processo é dividido em quatro 
fases: Fase de Multiplicação – as células germinativas masculinas ou espermatogónios 
dividem-se através de sucessivas mitoses e são células dipolóides (2n); Fase de 
Crescimento – corresponde ao intervalo em que o espermatogónio deixa de se 
multiplicar e ocorre o crescimento do mesmo. Desta forma, o Espermatogónio 
transforma-se em Espermatócito I; Fase de Maturação – os Espermatócitos I, também 
designados por Espermatócitos Primários ou de Primeira Ordem sofrem o processo de 
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divisão meiotica, dando origem a Espermatócitos II, ocorrendo posteriormente a 
segunda divisão meiotica originando os Espermátidas. Tanto os Espermatócitos II como 
as Espermátidas são células haplóides (n); Fase de Diferenciação – ocorre a 
transformação da espermátida em Espermatozóide. 
 
 
Figura 2.3. – Esquema representativo do processo de Espermatogénese. Adaptado de 
http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia2/nucleo15.php. 
 
2.6. Espermiogénese 
 Denomina-se por espermiogénese o processo pelo qual os espermatídios se 
diferenciam em espermatozóides. A evolução de uma célula redonda sem núcleo 
distinto para um espermatozóide altamente organizado deve-se ao alongamento e 
achatamento do núcleo condensado, dando forma à cabeça do espermatozóide; à 
eliminação de grande parte do citoplasma; à organização da superfície da célula em 
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domínios específicos, constituídos por grupos distintos de lípidos e proteínas, 
desprovidos de mobilidade; e à reorganização dos organelos citoplasmáticos: fusão das 
vesículas do complexo de Golgi para a formação do acrossoma, reorganização dos 
centríolos para formação do flagelo e repartição das mitocôndrias em torno da base da 
cauda (Junqueira e Carneiro, 2004). 
 
2.7. Espermiação 
 A espermiação é o processo da libertação dos espermatozóides imóveis que 
flutuam na corrente de fluido produzido pelas células de Sertoli, dos canais eferentes até 
ao epidídimo, onde vão maturar e permanecer até à ejaculação (Hafez, 1993). 
 
2.8. Composição do sémen 
O sémen produzido pelo garanhão é constituído por duas partes: plasma seminal 
e espermatozóides. O plasma seminal tem várias funções, funciona como substrato para 
o transporte de espermatozóides para a égua, permite e inicia a maturação dos 
espermatozóides indicada pela motilidade (pois os espermatozóides permanecem 
imóveis antes de contactarem com o plasma seminal), assegura a sobrevivência e 
motilidade dos espermatozóides pelo fornecimento de energia principalmente sob a 
forma de glucose e protege-os de flutuações da pressão osmótica. Previne, ainda, a 
oxidação dos componentes bioquímicos (Morel 1999). 
Um ejaculado divide-se em três fracções: pré-espermática, rica em esperma, e 
pós-espermática (Mann et al., 1963). A porção pré-espermática não possui geralmente 
espermatozóides, e se possuir são velhos e inviáveis. Tem origem nas glândulas 
prostática e bulbouretrais e tem função lubrificante e de limpeza da uretra, sendo 
libertada antes de o garanhão penetrar a égua. A sua consistência é aquosa e possui entre 
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10 a 20ml de volume. A segunda fracção é a maior e mais rica em espermatozóides. 
Contém 80-90% de espermatozóides e 80-90% de componentes bioquímicos do sémen. 
Tem aspecto leitoso e consiste em vários jactos de ejaculado que em média constituem 
40-80ml do volume total. A porção de fluído tem maioritariamente origem nas ampolas 
seminais e nas glândulas bulbouretrais, com possível contribuição da próstata e 
glândulas vesiculares (Morel, 1999). A terceira fracção, pós espermática, também 
designada por fracção de gel é depositada após a porção rica em espermatozóides. Tem 
origem nas glândulas vesiculares e o seu volume pode ser desde nulo a 80ml, variando 
com a estação do ano e individualmente em cada garanhão especialmente de acordo 
com a idade, sendo menor na época não reprodutiva e em garanhões mais jovens 
(Morel, 1999).  
 
2.8.1. Constituição e Características Morfológicas do Espermatozóide 
 Os espermatozóides dos garanhões são gâmetas masculinos produzidos nos 
tubos seminíferos dos testículos, possuindo um comprimento de 87,85±7,02µm 
(Bielanski and Kaczmarski, 1979; Amann and Graham, 1993; Johnson et al., 1997; 
Juhász et al., 2000) e são formados por três partes distintas: a cabeça, peça intermediária 
e cauda (Figura 2.4.). 
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Figura 2.4. Partes Constituintes do Espermatozóide de Mamífero. Adaptado de 
http://blogdebiologia.files.wordpress.com/2009/10/espermatozoide1.gif?w=255&h=230 
 
2.8.1.1. Cabeça 
 Tem forma elíptica, ligeiramente mais espessa na parte posterior. Possui um 
comprimento de 6,62 ± 0.02µm e uma largura de 3,26 ± 0,19µm. A parte anterior da 
cabeça está envolvida pelo acrossoma (Juhász et al., 2000). O acrossoma consiste num 
saco membranoso invertido (Setchel, 1977), formando uma estrutura semelhante a um 
capacete, que cobre um meio a dois terços da porção anterior do núcleo, diferenciando-
se a partir do complexo de Golgi do espermatídeo, apresentando um papel vital na 
fecundação/fertilização (White, 1962; Krogenoes et al. Citado por Silva e Verstegen, 
1995). O acrossoma, rodeado pela membrana, contém enzimas hidrolíticas, situando-se 
na parte anterior do núcleo (Bedford e Hoskins, 1990). Este contém uma quantidade de 
enzimas semelhantes às encontradas nos lisossomas de uma célula, inclusive a 
hialuronidase, que podem digerir filamentos dos tecidos, e enzimas proteolíticas. Estas 
enzimas desempenham papel importante para que ocorra a penetração do material 
genético masculino no ovócito (Gyton & Hall, 1997). 
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 Na zona equatorial da cabeça encontra-se o núcleo, uma formação citológica de 
grande interesse, devido aos fenómenos procreativos e genéticos. O seu componente 
fundamental é o RNA e o DNA (Pérez e Gutiérrez, 1985). No núcleo encontra-se 
cromatina condensada e apenas um membro de cada par de cromossomas (Eddy e 
O’Brien, 1993). 
 A membrana plasmática é composta por lípidos, maioritariamente fosfolípidos, 
colesterol e proteínas. Os lípidos estão dispostos por camadas onde a parte hidrofílica 
está disposta para o exterior e a hidrofóbica para o interior. As proteínas estão 
interligadas com os lípidos. A relação entre o colesterol e a natureza dos fosfolípidos 
determinam a flexibilidade da membrana (Hammerstedt et al., 1990; Juhász et al., 
2000). A membrana plasmática tem permeabilidade selectiva e actua como uma 
barreira, mantendo, diferenças de composição intra e extra celular. Danos nesta 
estrutura, podem levar a perda da homeostase com posterior morte celular (Aman & 
Pickett, 1987).  
 A integridade e funcionalidade da membrana plasmática são indispensáveis para 
a viabilidade da célula, uma vez que condicionam a manutenção da permeabilidade 
selectiva, actividades metabólicas intracelulares, pH e composição iónica (Kumi – 
Diakata e Badtram, 1994; Rota et al., 1996; Juhász et al., 2000). 
 
2.8.1.2. Peça Intermediária 
 Encontra-se na parte posterior da cabeça, correspondendo à zona de inserção da 
cauda. É uma estrutura pequena, complexa e frágil onde se encontra o centríolo, ponto 
de origem do filamento axial que é a estrutura principal da cauda. Em épocas quentes ou 
em situações de stress a peça intermediária pode lesionar-se, separando a cauda da 
cabeça (White, 1962; Setchel, 1977). 
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 A peça intermediária é tida como uma importante reserva energética 
suplementar para o espermatozóide, pois é nesta zona em que o espermatozóide é 
rodeado por uma mitocôndria espiralada, que contém enzimas ligadas ao metabolismo 
oxidativo do espermatozóide (Bloom e Brirch-Anderson, 1960; Juhász et al., 2000), 
fornecendo-lhe reservas energéticas e consequentemente motilidade (Bishop citado por 
Setchel, 1977). 
 
2.8.1.3. Cauda 
 A cauda é o elemento locomotor dos espermatozóides, sendo o seu movimento 
causa responsável pela propulsão dos espermatozóides nos líquidos. Tem um 
comprimento médio de 80,45±6,16µm. Pode ser diferenciada em três regiões: Peça 
próximal – é a parte mais grossa da cauda, está rodeada por uma lâmina mitocondrial, 
que lhe confere energia necessária para a locomoção (Juhász et al., 2000); Peça 
Principal – é a estrutura mais comprida da cauda e contém os elementos propulsores da 
mesma (Juhász et al., 2000); Peça Terminal – é uma estrutura relativamente curta e 
desempenha uma função motora. 
 
2.9. Conceito de Capacitação Espermática e Reacção Acrossómica 
 Nos mamíferos, os espermatozóides sofrem um processo de exocitose, 
designado por reacção acrossómica, antes de fertilizar os óvulos. Para que ocorra a 
reacção acrossómica nos espermatozóides ejaculados, é necessário que estes sofram 
uma série de alterações, processo este, designado por capacitação, o qual ocorre in vivo 
durante a passagem dos espermatozóides através da genitália feminina ou in vitro 
durante a incubação dos espermatozóides em meios de cultura apropriados 
(Yanagimachi, 1988). 
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 A capacitação do espermatozóide permite: a união deste com a zona pelúcida, a 
reacção acrossómica e a hipermotilidade que permite aos espermatozóides deslizarem 
sobre um fluído viscoso do oviducto e penetrar na zona pelúcida (Yanagimachi, 1988). 
 A reacção acrossómica (Figura 2.5) é um processo irreversível e é essencial para 
a fertilização. Este processo envolve a fusão e a formação de uma vesícula da 
membrana do acrossoma com a membrana plasmática da célula espermática, o que 
permite a liberação das suas enzimas hidrolíticas. A reacção somente ocorre após a 
ligação do espermatozóide com a zona pelúcida (Yanagimachi, 1994). 
 
 
Figura 2.5. – Alterações morfológicas na cabeça dos espermatozóides mamíferos 
durante a reacção acrossómica. A – Vesícula do acrossoma intacta, antes da reacção; B 
– Fusão da membrana acrossomal externa com a membrana plasmática do 
espermatozóide, formando as vesículas acrossomais; C) Progressiva perda da membrana 
e dos conteúdos acrossomais; D- Finalização da reacção acrossómica com a exposição 
da membrana acrossomal interna. Adaptado de 
http://200.145.142.234/embriologia_NOVO/EFecundacao_interna_e_externa/5_11.htm. 
 
. 
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2.10. Recolha de Sémen 
 A recolha de sémen é feita, genericamente com vagina artificial e inclui a 
utilização de um manequim ou de uma égua em estro (Silva, 2006). 
 A recolha de sémen implica os seguintes materiais e equipamentos: vagina 
artificial, incluindo manga de borracha; sistema de aquecimento de água e termómetro; 
lubrificante não espermicida e copo de recolha (Silva, 2006). A recolha e a qualidade do 
ejaculado têm forte relação com o ambiente em que são feitas as colheitas e com a 
forma de condução do garanhão. 
 
2.10.1. Vagina Artificial 
 A vagina artificial é uma imitação da vagina de uma égua, proporcionando uma 
temperatura, pressão e lubrificação adequadas para facilitar a ejaculação (Hafez, 1988). 
 A montagem da vagina inicia-se pela colocação da manga de borracha no 
interior do corpo da vagina. Com a manga bem alinhada, as extremidades exteriorizadas 
são rebatidas sobre os bordos do corpo da vagina e bem fixas com elásticos colocados 
em volta das extremidades rebatidas. A manga deve ficar esticada, embora não 
excessivamente. A manga interior deve ser rebatida e fixa sobre o bordo da extremidade 
próximal do corpo da vagina, ficando a extremidade distal livre e pronta a receber o 
copo de recolha. Estes copos são de plástico, têm graduação que permite determinar o 
volume do ejaculado e permitem a adaptação de um filtro para eliminação imediata da 
fracção com gel e de detritos adicionados ao ejaculado durante a recolha. Os copos de 
recolha devem ser mantidos em estufa a 37 °C, caso esteja disponível e, essencialmente 
nas colheitas feitas ao ar livre, o copo de recolha deve ser envolvido por material 
isolante (Silva, 2006). 
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 Depois de verificada a temperatura interior da vagina artificial, 
aproximadamente de 44 °C, deve-se confirmar com termómetro, inserindo-o no interior 
da vagina e acertar caso seja necessário, o qual deve ser lubrificado com lubrificante 
não espermicida (Froman e Amann, 1983). O copo de recolha deve ser colocado na 
extremidade da manga interior da vagina. Após recolha, a manga descartável deve ser 
removida da vagina artificial e deve ser esticada e inclinada em direcção ao copo para 
facilitar a drenagem completa do sémen. O copo de recolha deve, então, ser separado da 
manga e transferido para a zona de observação e avaliação do ejaculado (Silva, 2006). 
 
2.11. Criopreservação do Sémen de Equino 
Vários factores devem ser considerados no congelamento de sémen de 
garanhões: exposição dos espermatozóides à refrigeração, danos causados pelos cristais 
de gelo e mudanças intracelulares devido à desidratação (Amann & Pickett, 1987). 
Para ocorrer fertilização, o espermatozóide deve possuir as seguintes 
características no congelamento e descongelamento: metabolismo para produção e 
energia; motilidade progressiva; enzimas localizadas no acrossoma e proteínas na 
membrana plasmática. Estes quatro factores são importantes para a sobrevivência do 
espermatozóide no trato genital da égua e para a ligação do mesmo com a membrana 
plasmática do ovócito para a fertilização. A destruição de componentes da célula 
espermática, associada a um ou mais factores acima descritos pode reduzir a fertilidade. 
Um espermatozóide móvel nem sempre é fértil, normalmente tem uma produção 
adequada de energia, podendo no entanto, sofrer danos noutros factores (Amann & 
Pickett, 1987). Quando uma amostra de espermatozóides passa pelo processo de 
congelação, formam-se cristais de gelo extracelular quando a temperatura se aproxima 
dos 0ºC. Tal acontece devido ao aumento da concentração de sais no líquido 
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extracelular. A água movimenta-se do interior do espermatozóide para o meio 
extracelular, desidratando progressivamente a célula. Para que haja sucesso na 
congelação deve haver equilíbrio entre a velocidade de congelamento e a concentração 
de sais intracelulares (Amann & Pickett, 1987).  
Os danos causados aos tecidos durante os processos de congelamento e 
descongelamento devem-se a vários factores: formação de cristais de gelo 
intracelulares, que afectam a estrutura da célula; concentração de soluto resultante do 
processo de desidratação, que ocorre durante o congelamento tanto no meio extra como 
intracelular e interacção entre esses dois factores (Pickett, 1986). 
Se a redução do volume celular atingir um mínimo crítico, a bicamada de 
fosfolipídos da membrana celular fica comprimida, danificando a sua estrutura e 
consequentemente as funções de transporte e de protecção da membrana. A danificação 
da membrana promove uma ponte para entrada do gelo extracelular para o interior da 
célula (Strorey & Storey, 1990). 
Os crioprotectores possuem várias funções: diminuem a formação de cristais de 
gelo intracelulares, evitando a desidratação das células (Mazur, 1970; Meryman et al., 
1977; McGann, 1978; Jondet et al., 1984), exercem uma acção estabilizadora durante as 
mudanças de um estado líquido para o sólido e vice-versa no descongelamento, 
diminuindo os efeitos das altas concentrações osmóticas durante a desidratação celular. 
(Seidel Jr, 1986). Apesar dos benefícios dos crioprotectores, não existe uma técnica de 
criopreservação celular que garanta 100% de sobrevivência após o 
congelamento/descongelamento, devido à sua toxicidade que limita a eficácia da acção 
crioprotectora (Fahy, 1986), podendo, também, alterar a polaridade do meio extracelular 
e lesar as membranas (Arnold et al., 1983). 
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2.12. Avaliação do Sémen 
 A avaliação do sémen é feita através do número de espermatozóides e a sua 
motilidade, a morfologia do espermatozóide num ejaculado (Rodriguez- Martinez et al., 
1996), provas de fluorescência e integridade do acrossoma (Chaveiro, 1999). 
 Vários métodos de análise seminal têm sido desenvolvidos para avaliar mais 
objectivamente os parâmetros funcionais do espermatozóide de forma a relacionar 
parâmetros seminais com a fertilidade (Papadopoulos et al., 2005). 
 Para avaliação da capacidade fertilizante, utiliza-se a fusão do espermatozóide 
com a zona pelúcida, a indução da reacção acrossómica, o teste de penetração do 
espermatozóide com a zona pelúcida, a fertilização in vitro e o desenvolvimento 
embrionário (Chaveiro, 1999). 
 
2.12.1. Análise Macroscópica 
 - Aparência: O sémen fresco de garanhão, possui uma aparência de cor branca 
acinzentada e opaca. Detritos, urina ou sangue no ejaculado afectam gravemente os 
espermatozóides e indicam problemas no aparelho reprodutor ou urinário do garanhão 
(Juhász et al., 2000). 
 - Volume: determinado a partir da ejaculação. O gel deve ser removido durante 
ou imediatamente após a recolha de sémen (Juhász et al., 2000). 
 
2.12.2. Análises Microscópicas 
- Motilidade: A avaliação da motilidade dos espermatozóides é um dos mais 
importantes testes realizados. Os resultados obtidos são subjectivos quando efectuados 
por um observador, por isso, requerem que seja uma pessoa com boa experiência, para 
que os resultados sejam de confiança. Contudo, a percentagem de motilidade 
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espermática avaliada visualmente não está altamente correlacionada com a fertilidade 
(Juhász et al., 2000). 
 A análise realiza-se numa escala de 0 (sem mobilidade) a 5 (movimentos de 
onda muito rápidos) (Evans e Maxwell, 1990). 
 - Concentração: A determinação da concentração dos espermatozóides no 
ejaculado é importante, pois é através deste parâmetro que se determina a dose correcta 
para a Inseminação Artificial ou para calcular o volume das amostras de sémen (Juhász 
et al., 2000). Segundo Morel (1999), a concentração de espermatozóides no ejaculado é 
influenciada por variados factores, entre eles a estação do ano, idade, tamanho 
testicular, frequência de uso, raça, além de factores ambientais (incluindo temperatura, 
radiação, nutrição e produtos químicos tóxicos e fármacos), anomalias físicas e 
hormonais, doenças e infecções. 
 
 - Número Total de Espermatozóides: É calculado através do volume e da 
concentração. A produção de espermatozóides depende da idade, do volume testicular, 
da capacidade de reserva de espermatozóides no epidídimo, da época de reprodução e 
frequência de recolhas (Picket, 1993; Juhász et al., 2000). 
 
 - Hipoosmotic Swelling Test (HosT): É um teste relativamente simples no que 
diz respeito à avaliação da integridade funcional da membrana que reveste a parte 
principal da cauda do espermatozóide. Para que ocorram processos de capacitação, 
reacção do acrossoma e ligação da célula espermática à superfície do ovócito é 
necessário que a membrana plasmática esteja bioquimicamente activa. Inicialmente, 
este teste foi desenvolvido para sémen humano (Jeyendran et al., 1984), mais tarde foi 
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utilizado em sémen de bovino (Correa & Zavos, 1994; Correa  et al., 1997) e suínos 
(Vasquez et al., 1999; Melo & Henry, 1999; Lagares et al., 2002; Fürst, 2006).  
 Durante o teste hiposmótico, a actividade bioquímica do espermatozóide 
promove o influxo da água, em decorrência da maior osmolaridade presente no interior 
da célula espermática, desencadeando o aumento do volume interno para o equilíbrio 
entre o compartimento extracelular. O aumento do volume é associado à expansão da 
membrana celular que cobre a cauda, provocando o enrolamento da mesma. Este 
fenómeno ocorre em situações em que o espermatozóide possui a membrana 
funcionalmente intacta. O enrolamento inicia-se na extremidade da parte distal da cauda 
e prossegue para a peça intermediária e cabeça, onde a pressão osmótica é reduzida 
(Drevius &Eriksson, 1966; Jeyendran et al., 1984). 
   
2.12.3. Citometria de Fluxo 
 O primeiro citómetro foi desenvolvido por Kamenstry e os seus colaboradores 
em 1965 (Kamenstry et al., 1965). 
 O poder do citómetro de fluxo reside na capacidade de medir vários parâmetros 
em dezenas de milhares de células individuais em poucos minutos. Assim sendo, este 
método pode ser usado para definir e enumerar com precisão subpopulações. Uma vez 
identificada, cada subpopulação poderá ser separada e usada para novos estudos ou até 
ser separadas fisicamente. Desta forma, podem-se classificar dois tipos básicos de 
citometria de fluxo: os que só analisam células e os que analisam células e também as 
separam fisicamente (Moreira da Silva, 1994). 
 Têm por princípio básico aspirar as células ou partículas de uma suspensão 
previamente preparada, forçando-as a passar uma de cada vez, sequencialmente, por 
uma câmara especial (“flow cell”). Assim, as partículas ficam envolvidas e centralizadas 
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num fluxo contínuo de líquido (“sheath fluid”), sendo interceptadas por um feixe de 
laser. Após a intercepção pelo feixe luminoso, dois tipos de fenómenos físicos sucedem, 
dispersão da luz e fluorescência, dando informação acerca da célula. 
 Existem várias características intrínsecas às células que provocam dispersão da 
luz: o tamanho, o núcleo, a membrana celular, os organelos interiores, a forma e a 
superfície (rugosa ou lisa). A dispersão da luz não se processa em todas as direcções de 
igual forma, sendo que a maior dispersão é no sentido frontal, ou seja directamente para 
a frente. Denomina-se “forward scatter” - FSC ao tipo de luz que possui dispersão 
frontal e tem como função medir o tamanho da célula. A luz que possui dispersão 
formando um ângulo recto designa-se de “Side Scatter” – SSC, não apresentando 
correlação com o tamanho da célula, mas com a densidade celular e dos organelos, 
encontrando-se, desta forma, dependente da complexidade da célula (Orfao e González 
de Buitrago, 1995). 
 Segundo Bertho et al. (2000), os corantes fluorescentes específicos 
(fluorocromos) são utilizados para observar os componentes celulares que se deseja, 
uma vez excitados pelo laser emitem luz de acordo com as características fluorescentes 
e são utilizadas para examinar aspectos bioquímicos, biofísicos e moleculares.  
 Desta forma, uma população de células passa pelos tubos capilares, que contém 
um sistema óptico que regista os parâmetros que se deseja medir, transferindo os dados 
para um computador (Orfao et al., 1995). Através do sistema óptico regista-se como a 
célula reage após o estímulo com o laser de árgon em relação à dispersão da luz 
incidente e a sua capacidade de emitir fluorescência. As lentes colocadas próximas da 
zona de interceptação recolhem a luz dispersa e enviam-na para tubos 
fotomultiplicadores que convertem o sinal luminoso em impulsos eléctricos. Os fotões 
de luz dispersos e emitidos pela célula são separados por vários comprimentos de onda, 
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por vários filtros ópticos e espelhos que apenas deixam passar a luz de comprimento de 
onda desejado. Os fotomultiplicadores, geram sinais eléctricos que são amplificados, 
sendo acumulados numa frequência de distribuição ou histograma (Bertho et al., 2000). 
A amostragem dos dados, análises e interpretação são realizadas através de softwares 
específicos. 
 
2.12.3.1. Limitações e aplicações da Citometria de Fluxo 
 Esta técnica torna-se vantajosa, uma vez que é uma técnica semi-automatizada, 
em que processa e analisa conjuntamente, um grande número de amostras, mesmo 
utilizando pequenas amostras num espaço de tempo, relativamente reduzido, permite 
analisar várias características celulares, tais como o tamanho, complexidade, ADN, 
entre outros (Gorczyca et al., 2004). 
 Existe a necessidade de cuidados especiais na aplicação da técnica, de modo que 
a sua sensibilidade e praticabilidade sejam acompanhadas de precisão, tornando-se uma 
técnica dispendiosa, pois requer a presença de técnicos especializados (Gorczyca et al., 
2004). 
 
2.12.3.2. Fluorocromos 
 Utilizados em citometria de fluxo, os fluorocromos são compostos fluorescentes 
que têm como funcionalidade a avaliação de estruturas celulares, actuando como 
marcadores de um aspecto celular a quantificar. Os compostos fluorescentes devem ser 
combinados de forma cuidadosa, com diferenças mínimas no espectro de emissão para 
quantificar individualmente os diferentes aspectos a medir e a observar (Harrison e 
Vickers, 1990). 
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 A aglutinina de Arachis hypogea (FITC-PNA) é utilizada em citometria de fluxo 
para fazer a distinção entre um acrossoma intacto e um acrossoma que sofreu danos na 
sua estrutura (Rathi et al., 2001). Os fluorocromos utilizados para o estudo de ácidos 
nucleicos são o Propídio Iodado (PI), o Brómio de Etidio, o Laranja de Acridina, o 
Hoechst 33342, o Laranja de Tiazol, a Mitramicina e a Cromomicina A3. 
 Existem diferentes formas de marcar estruturas celulares e as suas funções: 
através da ligação dos fluorocromos aos componentes celulares específicos; ou 
distribuindo-se num compartimento celular específico (marcadores de núcleo, 
mitocôndrias e vacúolos), ou especificamente num organelo celular de acordo com o 
seu estado funcional (mitocôndria) ou utilizando ligantes específicos, anticorpos ou 
lectinas conjugados com fluorocromos; ou através de uma marcação negativa (Harrison 
e Vickers, 1990). 
 
2.12.3.3. SYBR – 14 
 É um ácido nucleico que se liga ao núcleo das células com membrana plasmática 
intacta, determinando assim as células vivas ao emitir uma fluorescência verde, sendo 
excitado com laser de árgon de 488nm de comprimento de onda (Duane et al., 1995). 
 
2.12.3.4. FITC-PNA 
 Um dos primeiros fluorocromo a ser utilizado foi o FITC-PNA, Fluorescein 
Isothiocyanate – Conjugated – Arachis hypogea, é uma molécula pequena com alta 
afinidade para proteínas, sendo excitada com laser de árgon de 488nm de comprimento 
de onda. (Rathi et al., 2001). 
 Este fluorocromo é utilizado para distinguir um acrossoma intacto de um 
acrossoma danificado (Cross &Watson, 1994), colorando os acrossomas danificados, 
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uma vez que o PNA liga-se a acrossomas danificados, emitindo uma fluorescência 
verde, com comprimento de onda de 525 nm (Mocé et al., 2006). 
 
2.12.3.5. PI 
 Este fluorocromo é excitado por um feixe de luz de 488nm de comprimento de 
onda, emitindo uma fluorescência vermelha, com aproximadamente 620 nm de 
intensidade. Une-se à membrana citoplasmática quando esta se encontra danificada, 
interligando-se com o ADN. 
  
2.12.3.6. SYBR-14 E PI 
 A conjugação dos fluorocromos SYBR-14 e PI permite a determinação em 
simultâneo da viabilidade e integridade da membrana plasmática dos espermatozóides, 
o SYBR-14 emite uma fluorescência verde e o PI uma fluorescência vermelha. Através 
da junção destes dois fluorocromos, obtém-se três populações: coradas com SYBR-14 
que determinam a população de espermatozóides vivos (R1), coradas com PI que 
determinam a população de espermatozóides mortos (R2), e os corados com SYBR-14 e 
PI que determinam a população de espermatozóides moribundos (R3) (Figura 2.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Revisão Bibliográfica 
42 
 
 
 
Figura 2.6. Figura representativa da análise por citometria de fluxo de sémen de 
garanhão para avaliar a integridade da membrana plasmática dos espermatozóides A 
fluorescência emitida pelo SYBR 14 é detectada pelo FL1 (eixo das abcissas – X). A 
fluorescência emitida pelo PI é detectada pelo FL3 (eixo das ordenadas). Os 
espermatozóides que emitem fluorescência verde são corados com SYBR 14 e 
representam a população de espermatozóides vivos. Os espermatozóides corados que 
emitem a fluorescência vermelha são corados com o fluorocromo PI e representam a 
população de espermatozóides mortos.  
 
2.12.3.7. FITC-PNA e PI 
 A junção dos fluorocromos FITC-PNA e PI permite a determinação em 
simultâneo da viabilidade e da integridade do acrossoma dos espermatozóides, emitindo 
o FITC-PNA uma fluorescência verde e o PI uma fluorescência vermelha. Através desta 
junção, obtém-se quatro populações de espermatozóides: vivos com o acrossoma 
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intacto, marcados negativamente pelo Propídio Iodeto e positivamente pelo FITC-PNA 
(LL); vivos com o acrossoma danificado, marcados negativamente com o Propídio 
Iodeto e FITC-PNA (LR); mortos com o acrossoma intacto, marcados positivamente 
com o Propídio de Iodeto e com o FITC-PNA (UL); mortos com o acrossoma 
danificado, marcados positivamente com o Propídio Iodeto e negativamente com a 
FITC-PNA (UR) (Figura 2.7). 
 
 
Figura 2.7.- Figura representativa da análise por citometria de fluxo de sémen de 
garanhão para avaliar a integridade acrossómica dos espermatozóides. A fluorescência 
emitida pelo FITC-PNA é detectada pelo FL1 (eixo das abcissas – X). A fluorescência 
emitida pelo PI é detectada pelo FL3 (eixo das ordenadas). Todos os espermatozóides 
marcados com o fluorocromo PI e localizados acima da linha horizontal são 
considerados mortos com o acrossoma intacto (UL) ou mortos com acrossoma 
danificado (UR). Os espermatozóides viáveis são assinalados pelo FITC-PNA e 
LL 
UR UL 
LR 
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delimitados por uma linha vertical na figura, sendo considerados espermatozóides vivos 
com acrossoma intacto (LL) e espermatozóides vivos com acrossoma danificado (LR). 
2.12.3.8. Processamento de Amostras 
 O requisito principal para que uma amostra seja analisada em citometria de fluxo 
é que esteja em suspensão monodispersa (Bacal e Faulhaber, 2003). A temperatura e o 
armazenamento são factores importantes, pois podem influenciar a viabilidade celular 
(Orfao e Gonzáles de Buitrago, 1995). 
 
2.12.3.9. Avaliação da Viabilidade Espermática 
 Segundo Ericsson et al. (1989), o número de espermatozóides viáveis existentes 
numa dose de inseminação está correlacionado com a capacidade fecundante da mesma. 
Contudo, os testes tradicionais de avaliação da integridade da membrana do 
espermatozóide quando relacionados com a fertilidade não apresentam resultados 
eficazes (Graham et al., 1990), sendo o uso de diferentes fluorocromos o método mais 
correcto na análise da viabilidade espermática (Juhász et al., 2000). 
 Com a evolução das técnicas de citometria de fluxo a utilização de dupla 
coloração da população em estudo, tornou-se prática recorrente. Desta forma, para 
avaliar a viabilidade espermática, pode-se recorrer a diferentes fluorocromos 
conjugados. Neste estudo, utilizou-se os fluorocromos SYBR-14 e PI de forma a 
classificar a população de espermatozóides como vivos/mortos. O PI liga-se ao ADN 
dos espermatozóides mortos e moribundos emitindo uma fluorescência vermelha, 
enquanto que o SYBR-14 liga-se ao ADN dos espermatozóides vivos emitindo uma 
fluorescência verde (Garner et al., 1986) 
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2.12.3.10. Avaliação da Integridade Acrossómica 
 Para fertilizar um ovócito, o espermatozóide deve possuir a membrana do 
acrossoma intacta. O espermatozóide sofre reacção acrossómica para que ocorra 
penetração na zona pelúcida e fusão com a membrana do ovócito (Juhász et al., 2000). 
 Entende-se por reacção acrossómica, a fusão progressiva da membrana 
plasmática com a membrana acrossomal externa do espermatozóide. 
 Várias técnicas têm sido utilizadas para diferenciar o acrossoma intacto do 
danificado (Gros and Meizel, 1989; Juhász et al., 2000). A resposta fisiológica da 
reacção acrossómica é um processo que só ocorre em espermatozóides vivos, 
denominando-se por reacção acrossómica verdadeira. A danificação do acrossoma pode 
ocorrer devido a alterações degenerativas da membrana, em situações de congelamento 
de sémen e é denominada por reacção acrossómica falsa (Bedford, 1970; Juhász et al., 
2000). Para diferenciar estas duas reacções são utilizadas colorações acrossómicas 
recorrendo a vários tipos de fluorocromos (Crosse et al., 1986; Varner et al., 1987; 
Casey et al., 1993; Meyers, 1996). A coloração do acrossoma pode ser usada para 
avaliação das anormalidades acrossómicas; avaliação do efeito da criopreservação na 
integridade do acrossoma e avaliação do acrossoma durante a capacitação para 
fertilização in vitro. Em espécies, como nos bovinos, o acrossoma é de grande dimensão 
sendo possível a sua visualização ao microscópio de contraste de fase, sem ser 
necessário recorrer ao uso de fluorocromos. Em outras espécies, como em ratos, 
humanos e em equinos, o acrossoma é de pequena dimensão e por isso, torna-se 
necessária a utilização de fluorocromos (Cross e Meizel, 1989). 
 Nos equinos, têm sido desenvolvidas várias técnicas para avaliar a reacção 
acrossómica, incluindo a utilização do FITC – PSA (Fluorescein Isothiocynate – 
Conjugatd- Pisum sativum) e FITC-PNA (Fluorescein Isothiocyanate – Conjugated – 
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Arachis hypogea). A visualização do acrossoma com o FITC-PNA mostra claramente 
os diferentes estádios da reacção acrossómica e é utilizado para a avaliação dos danos 
da membrana acrossómica sem que haja permeabilização da célula (Farlin et al., 1992; 
Szász, 1999). 
 
2.13. História técnica Fertilização In Vitro 
 Há mais de um século, observou-se pela primeira vez, a fecundação de um óvulo 
de uma estrela-do-mar com a posterior formação da primeira célula do futuro embrião. 
 Os primeiros trabalhos realizados em embriologia de mamíferos foram 
realizados em coelhos devido às suas características biológicas favoráveis. 
 Em 1875, Van Beneden, descreveu estados embrionários pré-implantados e no 
ano de 1890 Heape, descreveu o processo de transferência de embriões para o oviducto. 
Mais tarde, em 1929, Lewis e Gregory procederam à realização de um filme de 
sucessivas clivagens de uma mórula em cultura. Contudo, a compreensão das 
necessidades nutricionais e das limitações impostas pelas características físico-químicas 
dos meios de melhor qualidade, permitiram progressos significativos na área da cultura 
de embriões fertilizados in vitro. 
 Em 1956, Wesley Whitten propôs uma nova formulação para os meios de 
cultura, que passaria a ser utilizada tanto na recolha como na cultura dos embriões, 
aumentando o número de embriões implantados com sucesso. Whitten desenvolveu um 
meio utilizando uma solução de Krebs-Ringer bicarbonato, suplementada com albumina 
sérica bovina, promovendo assim as clivagens de um embrião de um rato com uma 
célula até ao estado blastocisto. 
 Em 1959, Chang marcou a história da FIV, ao relatar o nascimento do primeiro 
mamífero, um coelho, a partir desta técnica. Desde aí, até ao final dos anos 70, outros 
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relatos de nascimentos de mamíferos saudáveis foram registados. Após Chang, 
Whittingham em 1968, obteve sucesso trabalhando com ratos e mais tarde Toyoda e 
Chang definiram a FIV para ratos. Em 1978 deu-se um novo avanço na FIV, Steptoe e 
Edwards obtiveram sucesso no nascimento do primeiro bebé humano. 
No que diz respeito a animais de produção animal, só na década de 70 surgiram 
os primeiros relatos de sucesso no nascimento após maturação in vitro, seguida de 
transferência para a fertilização dos embriões in vivo. Em 1971 filhotes saudáveis de 
ovelhas foram produzidas por Crosby e pela sua equipa. No mesmo ano, Leman e Dziuk 
obtiveram sucesso num trabalho efectuado com porcos, resultado confirmado mais 
tarde, em 1984, por Motlik e Fulka. O primeiro nascimento de um bezerro a ser 
produzido por esta técnica foi descrito em 1970, e foi realizada por Sreenan e pela sua 
equipa. 
Até esta data, não existiam relatos de produção de bezerros pela FIV. Mesmo 
com as técnicas de transferências de embriões produzidos in vivo em bovinos a ser 
muito utilizada na década de 70, os esforços para produzir bezerros in vitro foram 
considerados por Blandau em 1980 um “total fracasso”. Mesmo após as afirmações de 
Blandau sobre as dificuldades de produzir um bezerro in vitro, Brackett et al. (1982) 
foram os primeiros a descrever o nascimento de um bezerro sadio a partir da FIV. Este 
nascimento deu-se a 9 de Junho de 1981, revolucionando a técnica da FIV e da 
comunidade científica. 
No ensaio de Brackett et al. em 1982, trabalhando com bovinos, utilizaram 22 
doadoras e 7 receptoras. Para a fertilização foi utilizado sémen de animais seleccionados 
para a inseminação artificial que indicavam uma boa qualidade seminal. O sémen 
utilizado foi tanto fresco como congelado. Os ovócitos foram recolhidos por via 
cirúrgica, num total de 177 ovócitos, dos quais 52% fertilizaram. Apesar da elevada 
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percentagem de embriões produzidos, só uma gestação foi obtida. O embrião foi 
transferido no estado de quatro células. Assim sendo, o primeiro bezerro que nasceu 
pela técnica da FIV, pesava 45 kg e ao longo dos meses de desenvolvimento não foram 
observadas alterações no desenvolvimento e no comportamento do animal. 
Desde este progresso, a produção in vitro (PIV) de bovinos sofreu um grande 
impulso por se ter verificado que existia um grande potencial tanto para a espécie 
humana como animal. 
 
2.13.1 Técnica de Fertilização in vitro 
 
2.12.1.1. Definição de Fertilização 
A fertilização é um fenómeno biológico complexo, que ocorre entre os gâmetas 
masculinos e femininos. O gâmeta de cada um dos sexos é composto por células 
haplóides, que quando se fundem, formam uma célula diplóide, originando um ovo ou 
zigoto. O zigoto ou ovo é portador de caracteres hereditários, tanto de origem paterna, 
como de origem materna (Crozet, 1991). 
A fertilização in vitro (FIV) é uma técnica de reprodução assistida que consiste 
na incubação dos espermatozóides com os ovócitos em meios que podem fornecer 
elementos exigidos para a maturação final, para a fusão e são ainda capazes de suportar 
os primeiros estados de desenvolvimento embrionário (Guerin et al., 1996). 
 
2.13.1.2. Aplicações e Limitações da FIV 
A técnica de FIV tem sido utilizada para diferentes seguimentos da reprodução 
assistida das áreas humana e animal. Inicialmente, esta técnica era aplicada para estudar 
fenómenos fisiológicos relacionados com os gâmetas masculinos e femininos. A partir 
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destes estudos, houve um melhor entendimento dos fenómenos de crescimento, 
maturação e fecundação de ovócitos, da capacitação espermática, bem como do 
desenvolvimento embrionário precoce e dos seus mecanismos de regulação. 
A FIV tem apoiado o desenvolvimento de biotécnicas como o caso da clonagem 
por transferência nuclear, transgénese, sexagem de espermatozóides e embriões, 
criopreservação de ovócitos e embriões.  
Segundo Graham & Mocé (2005) o potencial de fertilização de uma amostra de 
sémen pode ser obtido pela identificação e avaliação das características seminais 
correlacionando os resultados com a técnica de FIV, uma vez que a avaliação 
simultânea da ligação e penetração da ZP oferecem uma relevância biológica para este 
tipo de ensaio, dado que nem todos os espermatozóides que se ligam à ZP são capazes 
de a penetrar (Waberski et al., 2005). O número de espermatozóides ligados à ZP e os 
que se encontram no espaço perivitelino é considerado proporcional à capacidade 
fertilizante dos espermatozóides (Codde e Berger, 1995). 
No entanto, esta técnica não pode ser utilizada como avaliação de rotina devido 
aos custos e ao tempo necessário para todo o processo (Coetzee et al., 1998). 
 
2.13.2. Fertilização In Vitro Heteróloga 
A FIV heteróloga surgiu como um método de avaliação da capacidade 
fecundante do sémen fresco e congelado (Taberner et al., 2009), onde os gâmetas 
femininos utilizados não são da mesma espécie que os gâmetas masculinos. Apesar de 
vários autores defenderem que a FIV providencia uma técnica útil para aferir a 
fertilidade (Censyra, 1994; Brahmkshtri et al., 1999; Bryne et al., 2000; Popwell e 
Flowers, 2004; Ruíz-Sánchez et al., 2006), a FIV heteróloga tem vantagens em relação 
à fertilização homóloga, pois reduz o tempo dispendido por avaliação (Papadopoulos, 
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2005). Efectivamente, enquanto que o teste de FIV homóloga decorre durante 13 a 14 
dias o teste de FIV heteróloga decorre apenas durante 5 a 6 dias, ao mesmo tempo que 
reduz os custos envolvidos na FIV homóloga e aumenta o número de repetições devido 
a uma maior disponibilidade de ovários de vaca e de ovócitos por ovário. Esta técnica 
permite avaliar uma série de funções do sémen em simultâneo (motilidade, reacção 
acrossómica, penetração no ovócito e descondensação do ADN), a qual avalia melhor as 
características seminais que qualquer dos testes que avaliam apenas uma característica 
específica (Bousquet and Brackett, 1981, 1982; Bousquet et al., 1983; Brahmkshtri et 
al., 1999; Taberner et al., 2009), podendo ser utilizada para avaliar a capacidade de 
penetração do espermatozóide (Wheeler and Seidel, 1987; Tatemoto et al., 1994; Matás 
et al., 1996; Hay et al , 1997; Gadea et al., 1998; Larsson et al., 2000).  
 Ovócitos de mamíferos têm sido utilizados em testes para verificar a capacidade 
fecundante de sémen humano (Yanagimachi et al., 1976; Terada et al., 2004; Liu e 
Baker, 1992; Canovas et al., 2007; Taberner et al., 2009), de felinos em extinção 
(Swanson and Wildt, 1997; Baudi et al., 2008), de espécie bovina não doméstica 
(McHugh e Rutledge, 1998), de equinos (Brackett et al., 1982; Choi et al., 2003; 
Campos-Chillón et al., 2007) e de asnos (Taberner et al., 2009). 
 Segundo Brackett et al. (1982) a primeira avaliação da viabilidade de sémen de 
garanhão através da penetração de ovócitos desprovidos de zona pelúcida, foi efectuada 
em hamsters com uma taxa de penetração 83%. 
 Landim-Alvarenga et al. (2001) reportou a utilização de ovócitos de bovino para 
a fertilização in vitro heteróloga, tratados com calcium inophore A23187 e obtiveram 
uma taxa de penetração de 26%. 
 Choi et al. (2003) efectuou um estudo para verificar a capacitação do sémen de 
equino utilizando soro de albumina de bovino (BSA) ou álcool polivinílico (PVA) 
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obtendo taxas de penetração de 47%. Nestes testes, os ovócitos são penetrados por 
espermatozóides e fixados, de forma a verificar se no interior do ovócito existe 
espermatozóides com descondensação da cabeça ou formação de pró - núcleo masculino 
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III – MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. Reagentes 
 Todos os reagentes utilizados neste trabalho, sem referência em contrário, foram 
adquiridos essencialmente à companhia Sigma Chemical CO. (St. Louis, Mo, USA) e à 
Merck (Darmstadt, Alemanha) (Tabela 3.1). 
Tabela 3.1: Referência dos reagentes utilizados. 
Reagente Referência Fornecedor 
Cloreto de Sódio 1.06404 Merck 
Piruvato de Sódio P2256 Sigma 
Cloreto de Potássio 1.04936 Sigma 
NaH2PO4 S-5011 Sigma 
KH2PO4 1.04873 Sigma 
Glucose G-7021 Sigma 
MgCl2 . 6H2O M – 2393 Sigma 
CaCl2 . 2 H2O 1.02382 Merck 
Penicilamina P4875 Sigma 
Streptomicina S9137 Sigma 
Hepes M7528 Sigma 
TCM 199 M 4530 Sigma 
Gentamicina G1264 Sigma 
Nistatina N4014 Sigma 
FCS A 7906 Sigma 
FSH F-2293 Sigma 
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Estradiol E-2257 Sigma 
Glutamina G 6013 Sigma 
Fenol Vermelho 5530 Sigma 
Potassium Penicilina G P 3032 Sigma 
Hyaluronidase H 3506 Sigma 
Pronase P-8811 Sigma 
8-Bromoadenosine 3’,5’-
Cyclic monophosphate 
B5386 Sigma 
BSA A-9647 Sigma 
Anexina V-FITC 51-65874X BD Pharmigen 
Propídio Iodado 51 – 66211E BD Parmigen 
Óleo Mineral M -5310 Sigma 
 
3.2. Recolha dos Ovários  
 A recolha dos ovários foi efectuada no Matadouro da Ilha Terceira - IAMA, 
imediatamente após o abate das vacas, sem qualquer referência ao estado de gestação e 
do seu ciclo sexual. Foram recolhidos 116 ovários, os quais foram lavados e colocados 
em frascos com Solução Tampão de Fosfato salino (“Phosphate Buffered Saline” – 
PBS) (Tabela 3.2), previamente aquecida em banho-maria a 37º e transportados para o 
laboratório de Reprodução Animal da UA, num recipiente térmico, esterilizado e 
hermético, tendo sido processados num período nunca superior a duas horas.  
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Tabela 3.2: Composição do meio de lavagem dos ovários (Solução PBS; Quantidade: 1 
Litro) 
Reagentes Quantidades 
NaCl 8g 
Piruvato de Sódio 0.036g 
KCL 0.2g 
NaH2PO4 1.15g 
KH2PO4 0.2g 
Glucose 1g 
MgCl2 . 6H2O 0.1g 
CaCl2 . 6H2O 0.1g 
Penicilamina 1 x 10 6 U 
Streptomicina 0.5g 
Kanamicina 5mg 
 
3.3. Punção Folicular 
 O líquido folicular foi aspirado dos folículos visíveis presentes na superfície do 
ovário através da punção com uma agulha de 18,5 G aplicada a uma agulha de 10 ml. 
Os folículos com diâmetro entre 4 a 10 mm foram puncionados, excepto os folículos 
com aspecto quístico ou luteínizado. Após a aspiração dos folículos, o conteúdo da 
seringa foi lentamente vertido para tubos de Falcon de 15 ml, previamente aquecidos em 
banho-maria, a 38,5ºC com meio de recolha. Após punção, os tubos foram mantidos em 
repouso durante cerca de 20 minutos de forma a permitir a sedimentação dos complexos 
cumulus-oophurus (COC’s). 
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3.4. Meio de Recolha dos COC’s 
Após a sedimentação, os COC’s foram recolhidos com uma pipeta de Pasteur e 
procedeu-se à lavagem dos mesmos em meio de recolha, composto pelos seguintes 
reagentes (Tabela 3.3). 
 
Tabela 3.3. Composição do meio de recolha. 
Reagentes Quantidade 
Meio de Cultura de Tecidos 199 (TCM 
199) 
45 ml 
Hepes 25mM 
Soro de Vaca em Cio ml 
Gentamicina 5µg/ml 
Penistreptomicina 50µg/ml 
Nistamicina 50µg/ml 
 
 
3.5. Obervação, Selecção, Contagem e Lavagem dos COC’s 
 Os COC’s foram aspirados do fundo do tubo, utilizando uma pipeta de Pasteur e 
colocados numa caixa de Petri de 60mm de diâmetro esterilizada, com meio de recolha. 
Com o auxílio de uma lupa e uma micropipeta, numa placa aquecida a uma temperatura 
de 38,5ºC, os COC’s foram seleccionados de acordo com a sua morfologia (Antunes et 
al., 2008) e divididos em categorias de qualidade 1, 2, 3 e 4, tendo sido descartados os 
COC’s do tipo 3 e 4. Após a selecção, os COC’s tipo 1 e 2 passaram por dois banhos de 
lavagem com o meio de recolha e uma lavagem com o meio de maturação. Todas estas 
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operações foram efectuadas na câmara de fluxo laminar, de forma a garantir um 
ambiente de assepsia. 
3.6. Maturação dos COC’s 
 Após as três lavagens, os COC’s foram colocados em caixas de Petri de 35mm, 
onde maturaram durante 24 horas numa incubadora (Heraeus 6000) a 38,5ºC com 5% 
de CO2 no ar e 100% de humidade relativa.  
 
3.7. Preparação dos ovócitos para a Fecundação In Vitro Heteróloga 
Após a maturação, os COC’s foram colocados em grupos de cinco numa caixa 
de Petri com PBS, aquecido a 38,5Cº, contendo 300U/ml de Hyaluronidase e pipetados 
para remover as células da granulosa (Choi et al., 2003) e colocados numa placa de 
Petri com 0,3% de pronase, de forma a remover a Zona Pelúcida (ZP) (Taberner et al., 
2009). De seguida, foram efectuados três banhos de lavagem com o meio TYH e 
colocados em caixas de 4 poços (NUNC), com dez ovócitos por cada poço. Os poços 
continham 100µl do meio TYH suplementado com BSA e cobertos com óleo mineral da 
Sigma. No total foram utilizados 373 ovócitos maturados, distribuídos por sete sessões. 
 
3.8. Meio de fertilização e de Lavagem do sémen – TYH Medium 
 Na preparação do meio TYH utilizou-se os seguintes reagentes (Toyoda et al., 
1971) (Tabela 3.4). 
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Tabela 3.4. Composição do meio TYH 
 Reagentes Quantidades 
NaCl 119.37mM 
KCl 4,78mM 
CaCl2 
. 2H2O 1,71 mM 
MgSO4 
. 7H2O 1.19mM 
KH2PO4 1,19mM 
NaHCO3 25,07 mM 
Glucose 5,56 mM 
Piruvato de Sódio 0,5 mM 
Potássio Penicilina G 75µg/ml 
Sulfato de estreptomicina 50 µg/ml 
Fenol vermelho 2 µg/ml 
BSA ( Fracção V) 4 mg/ml 
 
  
3.9. Recolha e Preparação do Sémen 
Foram utilizados dois garanhões, um com seis e o outro com oito anos de idade, 
tendo sido efectuadas no total sete recolhas de sémen a cada garanhão, nos meses de 
Fevereiro e Março, recorrendo a uma vagina artificial modelo Hannover, com uma 
temperatura interior de aproximadamente 44ºC (Silva, 2006) com uma égua em cio. As 
três primeiras recolhas foram efectuadas para a limpeza do sémen. Após a recolha, o 
sémen foi imediatamente filtrado e retirou-se uma amostra para uma lâmina aquecida a 
37ºC, de forma a ser avaliado ao microscópio óptico a 400X, a mobilidade total e 
progressiva (Kenney et al., 1983). 
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 O sémen, foi avaliado pelo volume, viabilidade, morfologia, motilidade total e 
progressiva, concentração espermática e pelo teste hiposmótico (HosT) (Juhász et al., 
2000).  
 A motilidade progressiva e motilidade total dos espermatozóides foi analisada 
colocando uma gota de 20 µl de sémen, numa lâmina e lamela pré-aquecida, a 37ºC, ao 
microscópio ótico com uma ampliação de 400X. A avaliação de cada característica foi 
realizada de forma subjectiva, pelo mesmo observador, conforme definição de Kenny et 
al. (1983). Considerou-se como motilidade total a percentagem de movimento. 
A concentração espermática, após diluição de 1: 100, foi determinada utilizando 
uma câmara de Neubauer. 
De seguida, o sémen foi diluído a 1:1 (v/v) com diluidor Kenney (Kenney et al., 
1975), distribuído por tubos de Falcon em quantidades iguais, consoante o volume do 
ejaculado e centrifugado a 600 x g durante cinco minutos (Choi et al., 2003). Após a 
centrifugação, o sobrenadante foi eliminado e o sémen dividido em duas partes de forma 
a ser utilizado a fresco e outra parte congelado. À fracção de sémen a ser utilizada em 
fresco foi adicionado 4 ml de meio TYH suplementado com 0,4% de BSA e novamente 
centrifugado 300 x g durante 5 minutos.  
De seguida, retirou-se o sobrenadante, colocou-se 100 µl do meio TYH 
suplementado com 0,4% de BSA e adicionou-se 0,5mM de 8-bromoadenosina cíclica 
monofosfato (8BrcAMP), colocando a amostra na incubadora a 38,5ºC e a 5% de CO2 
no ar e saturada de humidade a uma concentração espermática de 5 x 107 Spz/ml durante 
3,5 horas. 
Na fracção de sémen destinado à congelação, adicionou-se 1ml do diluidor 
GENT e procedeu-se à diluição para que a concentração espermática final fosse de 200 
x 106 Spz/ml e procedeu-se ao enchimento das palhinhas de 0,5 ml e selou-se com PVA. 
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As palhinhas foram colocadas no frigorífico a uma temperatura de 5ºC durante duas 
horas, procedendo-se, de seguida, à congelação do sémen com vapores de azoto líquido 
durante 20 minutos, sendo posteriormente armazenadas no contentor de azoto líquido. 
Para descongelar, o sémen foi colocado em banho-maria a 37ºC, durante 30 
segundos. De seguida, foi colocado num tubo de Falcon com 4ml do meio TYH 
aquecido a 37ºC e centrifugado durante 5 minutos a 600 x g. Após centrifugação 
retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 100 µl do meio TYH com 0,5mM de 
8BrcAMP e colocou-se na incubadora a 38,5ºC com 5% de CO2 no ar e saturada de 
humidade, durante 20 minutos. 
 
3.10. Fecundação In Vitro Heteróloga 
 Após a preparação dos ovócitos e do sémen, procedeu-se à FIV, onde os gâmetas 
femininos e masculinos foram co-incubados durante 18 horas a 38,5ºC com 5% de CO2 
no ar e saturada de humidade. 
 
3.11. Fixação e Observação  
 Passadas as dezoito horas, colocou-se os ovócitos numa solução de etanol : ácido 
acético (3:1, v/v) durante 24 horas (Choi et al., 2003). De seguida, as células foram 
colocadas numa lâmina e coradas com 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), 
procedendo-se à observação ao microscópio de fluorescência a 400X. Foram 
considerados ovócitos penetrados os que apresentaram no seu interior descondensação 
da cabeça do espermatozóide ou formação de dois pró - núcleos (feminino e masculino). 
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3.12. Citometria de Fluxo 
 Para a análise da membrana plasmática foram adicionados dois fluorocromos à 
amostra de sémen. Adicionou-se SYBR-14, que emite uma fluorescência verde, 
marcando todas as células com a membrana plasmática intactas e o fluorocromo PI, que 
emite uma fluorescência vermelha, marcando todas as células com membrana 
plasmática danificada (Nagy et al., 2003). 
Para a determinação da integridade da membrana plasmática do espermatozóide, 
efectuou-se uma solução prévia que continha 2 ml de meio de PBS, 2 µl de solução de 
0,1mM de SYBR-14 e 5 µl de solução de 2 mM de PI. Retirou-se 590 µl da solução 
previamente preparada para um tubo de Falcon de 5 ml ao qual foi adicionado 10 µl de 
sémen com uma concentração final de 5 x107 Spz/ml. 
Para a análise da integridade da membrana acrossómica foram adicionadas as 
sondas fluorescentes PI e a aglutinina de Arachis hypogea (FITC-PNA), segundo Rathi 
et al. (2001).  
Para a determinação da integridade acrossómica do espermatozóide, em 490 l 
de meio PBS foram adicionados 2 l de solução 2 mM de PI, 30 l de solução 0,1 mM 
de FITC-PNA e 10 l de sémen com uma concentração final de 5 x107 Spz/ml. Para 
ambas as amostras, após 15 minutos de incubação no escuro a 37ºC, as amostras foram 
analisadas num citómetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences; San 
Jose, CA, USA), equipado com uma fonte luminosa laser de árgon, com comprimento 
de onda de 488nm. 
A aquisição de dados e parâmetros de análise foram ajustados para a selecção 
incluir somente células individuais, excluindo restos e agregados. 
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Para cada célula foram identificados o FCS (tamanho), SSC (complexidade), e a 
intensidade da fluorescência verde (FL1) e fluorescência vermelha (FL3), utilizando o 
software CellQuest®.  
Para cada amostra, foram avaliados um total de 10 000 espermatozóides, tendo 
sido determinado o seu tamanho expresso como “Forward scatter” (FSC) e a sua 
estrutura interna através do “Side scatter” (SSC). 
Os testes para determinar a integridade da membrana plasmática e a integridade 
do acrossoma foram efectuados separadamente. A FL1, detectou as células com 
membrana intacta coradas pelo fluorocromo SYBR-14 e as células que sofreram 
reacção acrossómica, coradas pelo fluorocromo FITC-PNA e foi captada através de um 
filtro de 520 nm, enquanto a FL3 detectou as células mortas coradas pelo fluorocromo 
PI e foi captada através de um filtro de 535 nm. 
 
3.13. Análise e Tratamento de Dados 
 Para análise estatística foi utilizada uma ANOVA para avaliar os resultados 
obtidos. No caso da existência de diferenças significativas foi aplicado o método LSD 
(Least Square Differences) para análise post-hoc, utilizando o software SPSS 17.0 
(SPSS Inc). 
 
 
 
 
 
 
Resultados e Discussão 
60 
 
IV – Resultados e Discussão 
 
 No presente estudo, foi avaliado o efeito da congelação na capacidade de 
fecundação do sémen de garanhão, recorrendo à fecundação heteróloga com ovócitos de 
bovino. O sémen foi recolhido nos meses de Fevereiro e Março numa latitude de 38º 40’ 
Norte e longitude de 27º 10’Oeste. 
 
4.1. Avaliação Macroscópica do Sémen 
O ejaculado do garanhão A registou um volume de sémen livre de gel de 52,5 ± 
2.5 ml e o garanhão B de 22,5 ± 3,2 ml (Figura 4.1). Sabe-se que no hemisfério Norte a 
produção de Spz e a função endócrina testicular são mais elevadas durante a 
Primavera/Verão do que durante o Outono/Inverno, embora a incidência de anomalias 
morfológicas tenda a ser menor em ejaculados obtidos no Inverno (Magistrini et al., 
1987; Janett et al., 2003 Silva et al. 2007). O volume dos ejaculados, que é menor no 
Inverno, determina que ejaculados obtidos nesta estação do ano sejam 
significativamente diferentes dos colhidos na Primavera e no Verão relativamente ao 
número total de espermatozóides, ao número total de espermatozóides vivos e ao 
número de espermatozóides com movimentos progressivos no ejaculado. Isso significa 
que parece viável recolher e conservar sémen durante o Inverno mas que o número de 
doses seminais por ejaculado será inferior ao conseguido com ejaculados colhidos na 
Primavera ou no Verão. 
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Figura 4.1: Avaliação do volume do sémen fresco do garanhão A  e B  após 
recolha recorrendo a vagina artificial. Cada valor representa a média ± erro padrão de 
um total de quatro ejaculados por garanhão. 
 
4.2. Avaliação Microscópica do Sémen Fresco 
 Na avaliação microscópica também são evidentes diferenças no diz respeito à 
motilidade total dos espermatozóides, em que o garanhão A apresentou valores de 52,5 
± 4.8% e o garanhão B de 40 ± 4,1%. Quanto à motilidade progressiva o garanhão A 
apresentou valores de 40 ± 7,1% e o garanhão B de 27,5 ±2,5%.  
No que concerne ao HosT, que avalia a funcionalidade e a integridade da 
membrana que reveste a parte principal da cauda dos espermatozóides indicando os que 
estão bioquimicamente funcionais, o garanhão A apresentou valores percentuais de 61 ± 
5,2 Spz e o garanhão B de 47,5 ± 11,3 Spz (Figura 4.2).  
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Figura 4.2. Avaliação da motilidade total, motilidade progressiva e Hos T do sémen 
fresco do garanhão A  e B . Cada valor representa a média ± erro padrão de um 
total de quatro ejaculados por garanhão. 
No que diz respeito à concentração espermática, o garanhão A apresentou 
valores de 199 x 106 ± 33,6 x 106 Spz/ml e o garanhão B 168 x 106 ± 53 x 106 Spz/ml. 
(Figura 4.3).  
 
4.3. Avaliação Microscópica do Sémen Congelado 
Após congelação/descongelação, verificaram-se valores médios, no que 
concerne à motilidade total dos espermatozóides de 51,7 ± 1,7% de Spz para o garanhão 
A e de 10,7 ± 0,7% de Spz para o garanhão B.  
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Figura 4.3. Avaliação das características espermáticas microscópicas (concentração 
espermática) do sémen fresco do garanhão A  e B . Cada valor representa a média 
± erro padrão de um total de quatro ejaculados por garanhão. 
 
Na motilidade progressiva, o garanhão A registou valores de 43,3 ±1,7% de Spz 
e o garanhão B de 7 ± 0,6% de Spz.  
As diferenças na congelação/descongelação da motilidade do sémen dos 
garanhões podem ser atribuídas a diferentes resistências de congelação de cada 
garanhão (Combes et al., 2000; Snoeck, 2003). Estes resultados vão de encontro aos 
estudos realizados por Jasko (1994) e Samper (2000) onde se verificou que a qualidade 
do sémen de equino é afectada pela criopreservação. 
Em relação ao HosT, após congelação/descongelação, o garanhão A apresentou 
valores médios de 48,7 ± 2,9% e o garanhão B de 18,7 ± 2,7% (Figura 4.4). Apesar da 
relativa simplicidade do HosT, há diferentes protocolos, bem como diversas formas de 
interpretações dos dados. Este facto dificulta a comparação dos testes entre autores, 
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tornando as conclusões questionáveis, podendo desta forma explicar a grande variação 
nas respostas de motilidade versus concentração espermática. No entanto, Melo et al. 
(2005), afirma que a habilidade do HosT em avaliar a integridade da membrana torna-o 
um teste complementar importante na avaliação in vitro do sémen criopreservado, uma 
vez que tanto a congelação quanto a refrigeração pode levar a efeitos deletérios sobre a 
membrana. 
 
 
Figura 4.4: Avaliação das características espermáticas microscópicas após a 
descongelação do sémen do garanhão A  e B . Cada valor representa a média ± 
erro padrão de um total de 3 palhinhas de sémen de 0,5ml de cada garanhão. 
 
4.4. Fecundação In Vitro Heteróloga 
No que concerne à FIV heteróloga o garanhão A registou taxas de fertilização 
com sémen fresco de 51,9 ± 2,25% e com sémen congelado de 34,41 ± 2,7%, 
apresentando assim diferenças significativas (P≤ 0,05) no que diz respeito à capacidade 
fecundante do sémen fresco e congelado. O garanhão B, com sémen fresco registou 
valores de fertilização de 48,1 ± 6,95% e com sémen congelado de 13,7 ± 1,6%, 
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demonstrando assim diferenças significativas (P≤0,05) na capacidade fecundante do 
sémen fresco e congelado. 
Comparando a percentagem de ovócitos fertilizados com sémen fresco dos dois 
garanhões não se registaram diferenças significativas, entre os dois garanhões, tendo 
contudo sido observadas diferenças significativas (P≤0,05) entre os dois garanhões 
(Figura 4.5) para o sémen congelado/descongelado. 
 
Figura 4.5. Avaliação da capacidade fecundante do sémen fresco e congelado do 
garanhão A e B através da técnica FIV heteróloga. Cada valor representa a média ± erro 
padrão de um total de 373 ovócitos em 4 manipulações com sémen fresco e 3 
manipulações com sémen congelado de cada garanhão. Tratamentos com letras 
diferentes apresentam diferenças significativas (p≤0,05).  
 
4.5. Citometria de Fluxo 
A técnica de citometria de fluxo foi utilizada de forma a avaliar a integridade do 
acrossoma e da membrana plasmática (Figura 4.6). 
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Figura 4.6. Avaliação da integridade acrossómica e da membrana plasmática do sémen 
fresco e congelado do garanhão A e B utilizando a técnica de citometria de fluxo. Cada 
valor representa a média ± erro padrão de um total de quatro ejaculados com sémen 
fresco e três palhinhas de sémen congelado de 0,5ml por garanhão. 
 
Desta forma, observou-se que o garanhão A apresentou valores médios de 
espermatozóides vivos de 83.6 ± 1.55% contra 16,4 ± 1,55% mortos. Este teste foi 
efectuado utilizando o fluorocromo SYBR-14 em conjugação com o fluorocromo PI. 
No que diz respeito ao sémen congelado do garanhão A, registou-se um decréscimo na 
percentagem de espermatozóides vivos/mortos, tendo-se verificado 57,69 ± 9,01% de 
espermatozóides vivos e 42,31 ± 9,01% de espermatozóides mortos, apresentando 
diferenças significativas (P≤0,05) entre o sémen fresco e congelado deste garanhão. 
A avaliação do sémen fresco do garanhão B apresentou valores de 16,6 ± 3,17% 
de espermatozóides vivos contra 83,4 ± 3,17% de espermatozóides mortos. No sémen 
congelado, apresentou valores de 6,9 ± 1,05% de espermatozóides vivos contra 93,1 ± 
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1,05% de espermatozóides mortos, não existindo diferenças significativas entre os 
valores encontrados para o sémen fresco e congelado. 
No que diz respeito à integridade da membrana acrossómica, foram conjugados 
dois fluorocromos FITC – PNA e o PI. Em relação às amostras de sémen fresco do 
garanhão A registou-se 91,04 ± 0,7% de Spz com a membrana acrossómica intacta e de 
8,96 ± 0,7% de Spz com a membrana acrossómica danificada. Nas amostras de sémen 
congelado do mesmo garanhão os valores foram de 76,4 ±7,79% de Spz com membrana 
acrossómica intacta e 23,6 ± 7,79% de Spz com membrana acrossómica danificada, 
verificando-se diferenças significativas (P≤0,05). O garanhão B apresentou 27,44 ± 
2,59% de Spz que possuíam a membrana acrossómica intacta e 72,56 ± 2,59 % de Spz 
com a membrana acrossómica danificada. No que diz respeito ao sémen 
congelado/descongelado, observou-se que 25,92 ± 2,97% dos Spz apresentavam 
membrana acrossómica intacta e 74,08 ± 2,97% dos Spz apresentaram membrana 
acrossómica danificada. Neste garanhão não se registou diferenças significativas no que 
concerne à integridade da membrana plasmática e acrossómica, comparando o sémen 
fresco e congelado. Este resultado pode ser justificado pelo efeito individual, pois 
apesar de ter baixa percentagem de espermatozóides vivos, estes demonstraram possuir 
resistência ao processo de congelação/descongelação. 
Apesar do desenvolvimento de novas técnicas laboratoriais ainda não é possível 
fazer o prognóstico da fertilidade do macho com exactidão. Uma possível razão é o 
facto dos testes efectuados ao sémen testarem parâmetros individuais dos 
espermatozóides. De forma a ultrapassar esta dificuldade, recorreu-se a uma técnica que 
testa uma multiplicidade de características, a FIV, sendo considerada por vários autores 
uma técnica útil para aferir a fertilidade (Braundmeier et al., 2002; Censyra, 1994; 
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Brahmkshtri et al., 1999; Bryne et al., 2000; Popwell e Flowers, 2004; Ruíz-Sánchez et 
al., 2006).  
Neste estudo os exames efectuados ao sémen do garanhão A versus garanhão B, 
tanto ao nível de microscopia como de citometria de fluxo, registou-se melhores 
qualidades seminais no garanhão A e verificou-se o mesmo quando se procedeu à 
fertilização in vitro heteróloga.  
Os resultados de citometria de fluxo do garanhão B revelaram que não existiram 
diferenças significativas no que diz respeito à viabilidade do sémen fresco para 
congelado. No entanto, para este garanhão os resultados da FIV heteróloga 
demonstraram diferenças significativas (P≤0,05) no que concerne à capacidade 
fecundante do sémen fresco e congelado. A técnica de citometria de fluxo permite obter 
valores no que diz respeito à viabilidade espermática. A FIV heteróloga possibilita 
contacto directo entre o gâmeta masculino com o gâmeta feminino de espécies 
diferentes, permitindo avaliar a capacidade fecundante dos Spz. Neste caso, concluiu-se 
que o sémen do garanhão B é de baixa viabilidade espermática, o que poderá dificultar a 
fecundação in vivo, pois não possui capacidade de percorrer o aparelho reprodutor da 
fêmea até fecundar o ovócito.  
 Registaram-se diferenças significativas no que concerne à fertilização in vitro 
heteróloga com sémen fresco e utilizando sémen após descongelação (P≤0.05), 
verificando-se uma variação significativa entre os dois reprodutores, tanto na 
integridade quanto na funcionalidade da membrana plasmática do sémen congelado, 
indicando assim uma diversidade de comportamentos entre os parâmetros espermáticos 
destes animais. Segundo a literatura, o processo de congelação/descongelação do sémen 
provoca alterações estruturais, bioquímicas e funcionais (Watson, 1995; Holt, 2000; 
Salomon e Maxwell, 2000; Medeiros et al., 2002), resultando numa redução da 
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vitalidade e viabilidade. A composição da membrana plasmática é um dos factores que 
contribuem para a baixa resistência dos espermatozóides da espécie equina às baixas 
temperaturas impostas pela congelação. Nesta espécie, os espermatozóides são mais 
sensíveis ao choque térmico durante a redução da temperatura porque possuem menos 
colesterol na sua membrana plasmática (Amman & Pickett, 1987). Segundo Brinsko et 
al. (2000), o processo de centrifugação pode ainda ocasionar danos nas células 
espermáticas. A lesão celular é um factor de extrema importância, pois influencia 
directamente a viabilidade espermática, podendo comprometer as características 
espermáticas responsáveis pelos processos de capacitação e de fecundação. Mudanças 
que ocorram da membrana plasmática e acrossómica podem levar a alterações na 
permeabilidade, na funcionalidade e no metabolismo da célula espermática, podendo 
prejudicar a motilidade e a capacidade fecundante da mesma (Aman & Graham, 1993). 
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V-Conclusão e Perspectivas Futuras 
 
 Tudo indica que este estudo foi o primeiro em Portugal a descrever a fertilização 
heteróloga como teste de fertilidade de sémen de equino fresco e criopreservado. 
 Após realizada a análise dos resultados deste estudo, foi possível concluir que os 
ovócitos de bovino desprovidos de zona pelúcida são úteis para avaliação citoplasmática 
e da capacidade de fertilização de sémen de equino, mostrando diferenças significativas 
entre os garanhões e entre sémen fresco e congelado. Verificou-se também, que a FIV 
heteróloga pode ser uma alternativa para identificar as diferenças entre machos, sendo 
uma potencial ferramenta para prever o potencial de fertilidade do sémen. 
 Concluiu-se também, que os testes de avaliação da integridade e funcionalidade 
da membrana plasmática do espermatozóide constituem avaliações complementares do 
possível potencial de fecundação do garanhão, não sendo por si só conclusivos. 
 A selecção dos parâmetros mais adequados para a previsão da fertilidade de um 
macho tem sido pesquisada de forma intensiva. O HosT e a motilidade espermática 
foram reconhecidos como métodos úteis, embora muitos autores não reconheçam a sua 
utilidade. O citómetro de fluxo é um instrumento de extrema importância no que diz 
respeito à avaliação da integridade da membrana e do acrossoma, permitindo ter 
resultados muito fiáveis das características seminais das amostras. 
 Dado o interesse do presente trabalho, penso que será de propor a continuação 
do mesmo de forma aperfeiçoar a técnica de FIV heteróloga e de complementar os 
resultados obtidos nas avaliações seminais com os resultados da FIV heteróloga, 
criando assim um método fiável de caracterização da capacidade fecundante de 
amostras de sémen. 
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